
 

借助 Big Tuna和 Stunner加速并简化配方筛选流程 

简  介 

生物制剂的可开发性研究与配方筛选工作既耗费人力，又十分耗时。缓冲液交换

是其中的难题之一，传统方法不仅容易出现结果不一致的情况，在处理大量样品

时更是难以有效管理。在许多工作流程中，为测定蛋白质浓度、评估样品质量与

稳定性，往往需要使用多种工具，这不仅会消耗更多时间，还需要更多样品。而

那些对样品体积要求过高的分析工具，更是让缓冲液交换的问题雪上加霜。想要

摆脱这一困境，最佳途径是采用多功能、高通量且无需手动操作的技术，以此加

速并简化配方及可开发性的筛选流程。 

自动化缓冲液交换系统能实现更标准化的样品处理，达成手动方法难以企及的过

程控制水平。Big Tuna 是一款免手动操作、样品用量少且高通量的缓冲液交换

系统，尤其适用于生物分子 (图 1A)。使用 Big Tuna 进行缓冲液交换，可根据

需求灵活定制，适应性强。依据实验板类型的不同，一次实验最多能对 96 种或

24 种不同的蛋白质及配方进行缓冲液交换。Unfilter 96 孔板每个孔可处理 

100-450 μL 的样品，最多能处理 96 个；Unfilter 24 孔板每个孔可处理 0.45-

8 mL 的样品，共计 24 个。每种实验板都配备多种截留分子量 (MWCO) 的膜

过滤器及材料，无论面对何种实验需求，都能轻松找到合适的选择。 

Big Tuna 采用基于压力的超滤/渗滤 (UF/DF) 技术，在去除缓冲液的同时，能

轻柔地混合样品，有效避免蛋白质在膜表面聚集。相比死端过滤方法，这种方式

能让液体流动更均匀、速度更快。Big Tuna 实现了缓冲液交换过程的自动化，



大大减少了人工操作时间，提高了工作通量。此外，交换完成后，它还能对样品

进行缓冲液的添加或去除操作，将样品浓度调整到目标值。 

紫外/可见吸收光谱法是测定溶液中蛋白质浓度，以及评估缓冲液交换等实验过

程回收率的经典方法。动态光散射 (DLS) 则是无损检测蛋白质是否发生聚集的

重要手段。Stunner 将紫外/可见吸收光谱法与动态光散射技术巧妙结合，仅需 

2 μL 样品，就能在一台仪器上同时测定蛋白质的浓度、大小和多分散性 (图 1B)，

让样品定量分析和质量检测提升到新高度。与 Big Tuna 一样，Stunner 也采用

96 孔板设计，这使得自动化和高通量筛选变得轻松简单。每个样品的检测仅需

约一分钟，且无需进行样品稀释、使用标准品或添加染色剂。 

 

图 1：Big Tuna (A) 可实现对多达 96 个独特样品的缓冲液交换自动化操作。Stunner 

(B) 是一款能整合紫外/可见 (UV/Vis) 和动态光散射 (DLS) 数据的板式系统，并且

只需要 2 μL 的样品。 

动态光散射与紫外/可见吸收光谱法相结合，是开展稳定性研究的理想起点。通

过对蛋白质进行系列稀释后进行动态光散射检测，可以得到扩散相互作用系数 

(kD)。在进行动态光散射检测时，还能同步收集静态光散射 (SLS) 数据，进而得

到第二维里系数 (B22)。这些参数对于判断蛋白质的聚集倾向十分关键，较大的

正值意味着随着蛋白质浓度升高，该蛋白质在配方中发生聚集的可能性较低。B22



和 kD 可在早期研发阶段的典型浓度 (约 10mg/mL) 下进行测定，它们能有效预

测蛋白质在从研发到生产的过程中，可能表现出的行为特性。如此一来，便能在

潜在问题恶化之前及时察觉。Stunner 能在同一样品检测中同时获取这两个参数，

让测量过程变得快速又便捷。 

在本应用说明中，我们借助 Big Tuna，在含有 0.001%聚山梨酯 80 (PS80) 的 

10mM 组氨酸 (pH6.0) 缓冲液中，对 4 种单克隆抗体 (mAbs) 和 4 种常见的

辅料组合进行筛选。Big Tuna 负责监测缓冲液交换过程，确保溶液不会干涸，

所有样品都能达到预期的最终浓度和交换目标。之后，利用 Stunner 测定每种配

方的回收率、样品粒径大小、多分散性指数、B22 和 kD。 

方  法 

将浓度为 26 mg/mL 的单克隆抗体 1 (mAb1)、单克隆抗体 2 (mAb2) 和阿达木

单抗稀释至 10 mg/mL，随后在 14,000g 的离心力下进行离心操作。离心后的

上清液需通过 0.1 μm 的过滤器过滤。取 400 μL 经过处理的每种抗体，加入到

截留分子量为 10 kDa 的再生纤维素 Unfilter 96 孔板中，运用 Big Tuna，在三

个复孔内，将其缓冲液置换为含有 0.001% 聚山梨酯 80 (PS80) 的 10 mM 组

氨酸缓冲液 (pH6)，并分别添加 0.9% 氯化钠、80 mg/mL 蔗糖、10 mg/mL 

精氨酸，或者 80 mg/mL 蔗糖和 10 mg/mL 精氨酸的组合 (见图 2)。完成缓冲

液交换后，将样品浓缩至 100 mg/mL。另外，取初始浓度为 8.5 mg/mL 的 200 

μL 曲妥珠单抗，在单孔中进行同样的缓冲液交换操作，之后浓缩至 10 mg/mL。

所有缓冲液交换和浓缩步骤均采用蛋白质溶液浓度在 0.5-50 mg/mL 区间的默

认参数。使用 Stunner 并以缓冲液作为空白对照，对样品的初始和最终蛋白质浓

度、大小以及多分散指数 (PDI) 进行四次重复检测。 



 

图 2：4 种单克隆抗体 (mAb1、mAb2、阿达木单抗和曲妥珠单抗) 被交换至 10 mM

组氨酸缓冲液 (pH 6，含 0.001% PS80) 以及 0.9% NaCl、80 mg/mL 蔗糖、10 

mg/mL 精氨酸或 80 mg/mL 蔗糖和 10 mg/mL 精氨酸的组合中。 

稀释制备得到所有 4 种抗体在 4 种配方中的 2-10 mg/mL 稀释系列样品。利

用 Stunner 上的 B22 & kD应用程序，对每个浓度的 2 μL 样品进行四次重复检测。

检测时采用默认的动态光散射采集设置，针对 mAb1、mAb2、阿达木单抗和曲

妥珠单抗，分别设置 E1%值为 14.7、14.4、16.4 和 15。 

结  果 

手动进行缓冲液交换和浓缩操作，不仅耗费大量人力时间，回收率往往也不理想。

即便在本次仅涉及 4 种抗体和 4 种辅料的小规模筛选实验中，这一问题依然存

在。在本次筛选评估的 16 种配方里，Big Tuna 的缓冲液交换技术使得其中 15

种配方的回收率超过了 90% (图 3A)。不同样本的回收率并没有呈现出明显规

律，但所有样本均达到了预定的交换率和浓度目标。不过，回收率只是衡量实验



效果的一个方面。在单克隆抗体制备的每一个环节，质量与数量同等重要。 

动态光散射是一种快速判断特定实验过程或缓冲液是否会引发单克隆抗体聚集

的有效方法。正常情况下，未发生聚集的单克隆抗体，其流体动力学直径在 10- 

12 nm 之间，多分散指数 (PDI) 不超过 0.1。Stunner 将动态光散射与紫外/可

见定量技术相结合，能够快速评估任何配方中蛋白质的整体质量。实验发现，在

含氯化钠和单独含精氨酸配方中的所有测试单克隆抗体，其直径和 PDI 都与单

分散蛋白质的特征相符 (图 3B)。然而，在含蔗糖配方中的阿达木单抗，直径达

到 71 nm，PDI 为 0.14，均超出了单分散单克隆抗体的正常范围。三次缓冲液

交换实验均得到类似结果，这表明阿达木单抗在组氨酸与蔗糖的混合配方中发生

了聚集现象。其他含蔗糖配方中的单克隆抗体，虽然 PDI 超过 0.1，但流体动力

学直径仍处于未聚集蛋白质的预期范围。 

 

图 3：基于 Stunner 的初始和最终浓度测量 (3 个复孔)，每种单抗和配方组合的平均

回收率 (A)，虚线表示 90%回收率接受标准。16 种单抗配方的流体力学直径 (柱状

图，y 轴在左侧) 和 PDI (点图，y 轴在右侧) (B)，虚线表示 10 nm 直径和 0.1 PDI。

误差棒为 1 个标准差。 

动态光散射还可用于样本的分布分析，借此观察溶液中不同的颗粒群体情况。通

过这些强度分布数据，能够深入探究样本的 z 均粒径较大或 PDI 较高的原因。以

mAb1 为例，在含氯化钠和蔗糖的配方中，10 nm 处的峰对应未聚集的抗体，而



蔗糖配方中 0.8 nm 处的小峰，极有可能是由蔗糖本身导致的 (图 4)①。其他含

蔗糖配方中的单克隆抗体，也呈现出类似的强度分布特征。总体而言，Big Tuna

进行的大部分缓冲液交换操作，都能成功制备出浓度符合要求且无明显聚集现象

的单克隆抗体溶液。只要单克隆抗体与最终配方相容，Big Tuna 采用的正压超

滤/渗滤和轻柔的轨道混合方式都能稳定运行。 

 

图 4：在 pH 值为 6 的 10 mM 组氨酸溶液中、含 0.001% 聚山梨酯 80 (PS80) 且分

别添加 0.9% NaCl (左图) 或 80 mg/mL 蔗糖 (右图) 时，单克隆抗体 1 (mAb1)的

动态光散射 (DLS) 光强粒度分布情况。 

当把相同配方中不同蛋白质浓度下的动态光散射数据整合分析时，会发现一些重

要信息！这些数据可以反映出随着蛋白质浓度升高，其在配方中发生聚集的可能

性大小。这对于从早期研究发现阶段的较低蛋白质浓度，过渡到生产和递送阶段

更常见的较高浓度的研究，具有重要意义。有些蛋白质在低浓度下性质稳定，但

在高浓度时容易聚集。因此，在早期的配方前筛选阶段进行此类测试，能够提前

发现问题并加以解决，避免问题在后续环节恶化。 

随着蛋白质浓度增加，分子间的吸引力会使蛋白质分子扩散速度变慢，而排斥力

则会加快其扩散速度。相互吸引的蛋白质分子更容易聚集，反之则不易聚集②。

配方中的盐、糖和缓冲液等成分，对蛋白质分子间的相互作用有着显著影响。浓

度与扩散之间的关系可以用 kD 来表示，kD 为正值时，表明分子间存在排斥力，



蛋白质聚集倾向较低；负值则表示情况相反。动态光散射能够测量分子扩散情况，

而 Stunner 将动态光散射与基于紫外吸收的浓度测量技术相结合，为测定 kD 提

供了一种极为简便的方法。 

蛋白质的 B22 (自相互作用系数) 是衡量其在溶液中自缔合作用的热力学指标③，

通过光散射与浓度的线性回归 (即德拜图) 来确定。与 kD 类似，B22 的正值代表

分子间存在排斥作用，负值则表示存在吸引作用。二者的主要区别在于测量方法，

B22 基于静态光散射，kD 基于动态光散射。值得一提的是，Stunner 能够在同一实

验中同时测定这两个参数。 

在含有 0.001% PS80 和蔗糖的 10 mM 组氨酸 (pH6) 缓冲液中，mAb1 的浓

度与扩散系数呈现正相关，在德拜图中也表现出正斜率 (图 5)。而在其他测试配

方中，斜率大多为负或接近零。这表明在含有蔗糖但不含氯化钠和精氨酸的配方

中，mAb1 最不容易发生聚集，稳定性最佳。 

 

图 5：在 pH 值为 6 的 10 mM 组氨酸溶液中、含 0.001% 聚山梨酯 80 (PS80)且分

别添加 0.9% NaCl、80 mg/mL 蔗糖、10 mg/mL 精氨酸，或 80 mg/mL 蔗糖与 10 



mg/mL 精氨酸的情况下，单克隆抗体 1 (mAb1) 的德拜图 (左图) 以及扩散系数与浓

度的关系图 (右图)。测量重复进行四次，并进行线性回归分析 (虚线所示)。误差棒表

示 1 个标准差。 

对其他单克隆抗体制剂的稀释系列进行筛选后发现，不同辅料组合对实验结果有

着不同影响。mAb2 在蔗糖与精氨酸的组合配方中，B22 和 kD 值最高；曲妥珠单

抗则在单独使用蔗糖的配方中达到最高值 (表 1)。阿达木单抗在所有测试配方中

的 kD 和 B22 均为负值，这意味着在本次测试的辅料中，没有一种能够在较高蛋白

质浓度下稳定阿达木单抗。基于胶体稳定性对蛋白质配方进行高效筛选，是降低

研发风险、挑选出最佳候选配方的关键所在。 

 

表 1：mAb1、mAb2、阿达木单抗和曲妥珠单抗在 10 mM 组氨酸 (pH 6，含

0.001% PS80) 以及 0.9% NaCl、80 mg/mL 蔗糖、10 mg/mL 精氨酸或 80 

mg/mL 蔗糖和 10 mg/mL 精氨酸中的第二维里系数 (B22) 和扩散相互作用参数 



(kD)。每种抗体的最大的，且为正数的 B22和 kD 以绿色突出显示。 

结  论 

快速完成高通量配方筛选，有助于更快地确定具有最佳可开发性的生物制剂，并

明确哪些缓冲液与辅料组合能最有效地稳定它们。使用 Big Tuna 进行自动化免

手动缓冲液交换，科研人员能够从繁琐的样本制备工作中解放出来，将更多精力

投入到更关键的研究工作中。Stunner 具备测定蛋白质浓度、评估缓冲液交换或

其他实验过程回收率、检测聚集体以及分析聚集倾向等多种功能。将这些技术整

合到同一工作流程中，大大简化了配方和候选药物的筛选过程。 
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