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抗体制备相关产品

STEMCELL Technologies的ClonaCell™产品线为哺乳动物细胞系的制备

和杂交瘤的克隆提供先进的方法，为您在制备哺乳动物细胞系的过程中

节省大量的时间和资源。ClonaCell™培养基有半固体培养基和液体培养

基，可高效培养并保存由小鼠，大鼠，人，兔和仓鼠细胞产生的多种杂交

瘤，在细胞系开发过程中提高克隆效率。ClonaCell™系列产品包括不同级

别的配方，如含血清、无动物源成分、化学成分的培养基。通过卓越的产品

质量、创新的克隆技术，ClonaCell™产品将帮助您以先进的方法快速获

得目标克隆。

杂交瘤细胞制备

杂交瘤细胞是指骨髓瘤细胞和B淋巴细胞融合而成的可在体外长期存活并

分泌抗体的细胞，杂交瘤技术被广泛运用于生产单克隆抗体。杂交瘤细胞

的制备一般有几个过程，细胞融合、筛选、克隆和亚克隆、扩增。我们可提

供一整套杂交瘤细胞制备的方案。

B淋巴细胞的获取

通过磁珠分选快速分离获得高纯度高活性的B淋巴细胞。动物经过免疫

后，可产生大量B淋巴细胞，效应B细胞和记忆B细胞，其中具有抗体合成
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EasySep™ Mouse Pan-B Cell Isolation Kit 
Negative Selection 

Directions for Use – Fully Automated RoboSep™ Protocol 
See page 1 for Sample Preparation and Recommended Medium. Refer to Table 2 for detailed instructions regarding the RoboSep™ procedure. 

Table 2. RoboSep™ Mouse Pan-B Cell Isolation Kit Protocol 

STEP INSTRUCTIONS RoboSep™ 
(Catalog #20000 and #21000) 

 

1 Prepare sample at the indicated cell concentration within the 
volume range. 

1 x 10^8 cells/mL 
0.5 - 8 mL 

2 Add Rat Serum to sample. 50 µL/mL of sample 

3 Add sample to required tube. 
14 mL (17 x 95 mm) polystyrene round-bottom tube 

(e.g. Catalog #38008) 

4 Select protocol. Mouse Pan-B Cell Isolation 19844 

5 
Vortex RapidSpheres™. 
NOTE: Particles should appear evenly dispersed. 

30 seconds 

6 
Load the carousel. Follow on-screen prompts 

Start the protocol. Press the green “Run” button 

7 Unload the carousel when the run is complete. Isolated cells are ready for use 

Notes and Tips 
ASSESSING PURITY 

For purity assessment of pan-B cells by flow cytometry, use the following fluorochrome-conjugated antibody clones:  

  Anti-Mouse CD19 Antibody, Clone 6D5 (Catalog #60006), and 
  Anti-Mouse CD138 (Syndecan-1) Antibody, Clone 281-2 (Catalog #60035) 

Data 

 
Starting with C57BL/6 mouse splenocytes, the pan-B cell content (CD19+, CD19+CD138+, and CD138+) of the isolated fraction typically ranges from 91 - 98%.  

 

 

STEMCELL TECHNOLOGIES INC.’S QUALITY MANAGEMENT SYSTEM IS CERTIFIED TO ISO 13485. PRODUCTS ARE FOR RESEARCH USE ONLY AND NOT INTENDED FOR HUMAN OR ANIMAL DIAGNOSTIC 
OR THERAPEUTIC USES UNLESS OTHERWISE STATED. 

Copyright © 2019 by STEMCELL Technologies Inc. All rights reserved including graphics and images. STEMCELL Technologies & Design, STEMCELL Shield Design, Scientists Helping Scientists, EasySep, 
RoboSep, and RapidSpheres are trademarks of STEMCELL Technologies Canada Inc. All other trademarks are the property of their respective holders. While STEMCELL has made all reasonable efforts to ensure 
that the information provided by STEMCELL and its suppliers is correct, it makes no warranties or representations as to the accuracy or completeness of such information. 

图1. EasySep™小鼠Pan-B细胞分选试剂盒分选经过免疫的C57BL/6小鼠

以小鼠脾脏为样本，分选出Pan-B细胞的含量（CD19+，CD19+ CD138+和CD138+）通

常为91-98%。

图2. 使用EasySep™和ClonaCell™进行杂交瘤制备

来自免疫后的动物的脾脏（或其他淋巴组织）用于与骨髓瘤细胞融合生成杂交瘤细胞。EasySep™ Mouse CD138试剂盒可以在融合前对分泌抗体的细胞进行富集。使用这些分

泌抗体的细胞群进行融合可以减少待筛选的克隆的数量并提高抗原特异性的命中率。杂交瘤细胞主要使用抗体分泌和靶标特异性进行筛选，得到的克隆使用ClonaCell™-HY培

养基E或ClonaCell™-HY AOF扩增&克隆培养基进行稳定化培养。这些培养基优化用于在抗体筛选和单克隆确定期间进行培养。稳定后的克隆可以用于生产抗体，用于功能性验

证。在无血清培养基（ClonaCell™-HY AOF扩增&克隆培养基）中生产的抗体可在不含免疫球蛋白（血清来源）的环境中进行分析和/或纯化。

+

LN 2

准备骨髓瘤细胞培养分泌抗体的细胞

解离脾脏

免疫小鼠

细胞培养 挑选

融合富集细胞

挑选稳定克隆，并扩增

筛选

生产抗体

纯化抗体

杂交瘤细胞

ClonaCell™-HY 
Medium E and 
ClonaCell™-HY 
AOF Expansion & 
Cloning Medium

注射免疫原，
评估免疫效应

EasySep™
Ms CD138 kit EasySep TM

功能的为效应B细胞即浆细胞。高纯度的浆细胞与骨髓瘤细胞融合可大大

提高阳性克隆率。 

EasySep™小鼠Pan-B细胞分选试剂盒（#19844） 

EasySep™小鼠Pan-B细胞分选试剂盒通过负选的方式从小鼠脾脏中分选

出总B细胞，包括B-2 B细胞，B-1 B细胞和浆细胞。
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EasySep™ Mouse CD138 Positive Selection Kit 
Positive Selection 

Data 

 
(A) Starting with immunized BALB/c mouse splenocytes, the CD138+ cell content of the isolated fraction is typically 81.5 ± 4.9% (mean ± SD). In the above 
example, the purities of the start and final isolated fractions are 4.6% and 83.3%, respectively.  

(B) Starting with immunized BALB/c mouse splenocytes, the plasma cell (CD138+CD267 (TACI)+) content is typically 68.5 ± 11.3% (mean ± SD). In the above 
example, the purities of the start and final isolated fractions are 1.3% and 70.2%, respectively. 

(C) Starting with naïve C57BL/6 mouse splenocytes, the CD138+ cell content of the isolated fraction is typically 78.3 ± 5.7% (mean ± SD). In the above example, 
the purities of the start and final isolated fractions are 5.0% and 79.5%, respectively. 

(D) Starting with naïve C57BL/6 mouse splenocytes, the plasma cell (CD138+CD267 (TACI)+) content is typically 50.8 ± 10.0 % (mean ± SD). In the above 
example, the purities of the start and final isolated fractions are 0.4% and 56.3%, respectively. 

(E) Isolated CD138+ cells or total splenocytes from mice immunized with various antigens were fused with Sp2/0 mouse myeloma cells and plated in semi-solid 
medium using ClonaCell™-HY Hybridoma Kit (Catalog #03800). The % antigen-specific hit rate was determined by ELISA. The % antigen-specific hit rates for 
total splenocytes and CD138+ cells were 4.1 ± 1.6% and 28.8 ± 11.0% (mean ± SD), respectively.  

(F) Isolated CD138+ cells or total splenocytes from mice immunized with various antigens were fused with Sp2/0 mouse myeloma cells and plated in semi-solid 
medium using ClonaCell™-HY Hybridoma Kit (Catalog #03800). The % antibody-secreting hybridomas was determined by ELISA. The % antibody-secreting 
hybridomas for total splenocytes and CD138+ cells were 33.0 ± 8.7% and 99.3 ± 0.6% (mean ± SD), respectively.  

 

 

图3. 使用EasySep™小鼠CD138正选试剂盒分选浆细胞后进行融合可大大提高克隆效率 

（A）以免疫的BALB/c小鼠脾脏为样本，分选出的CD138+细胞含量通常为81.5 ± 4.9%（平均值 ± SD）。在上述例子中，起始样本和分选后的细胞纯度分别为4.6%和83.3%。

（B）以免疫的BALB/c小鼠脾脏为样本，分选出的浆细胞（CD138+CD267 (TACI)+）含量通常为68.5 ± 11.3%（平均值 ± SD）。在上述例子中，起始样本和分选后的细胞纯度分

别为1.3%和70.2%。（C）以naïve C57BL/6小鼠脾脏为样本，分选出的CD138+细胞含量通常为78.3 ± 5.7%（平均值 ± SD）。在上述例子中，起始样本和分选后的细胞纯度分

别为5.0%和79.5%。（D）以naïve C57BL/6小鼠脾脏为样本，分选出的浆细胞（CD138+CD267 (TACI)+）含量通常为50.8 ± 10.0%（平均值 ± SD）。在上述例子中，起始样本和

分选后的细胞纯度分别为0.4%和56.3%。（E）将用各种抗原免疫的小鼠分选出的CD138+细胞或总脾脏细胞与Sp2/0小鼠骨髓瘤细胞融合，并使用ClonaCell™-HY杂交瘤试剂盒

（目录号03800）铺在半固体培养基中。通过ELISA检测总脾脏细胞和CD138+细胞的抗原特异性命中率%分别为4.1 ± 1.6%和28.8 ± 11.0%（平均值 ± SD）。（F）将用各种抗

原免疫的小鼠分选出的CD138+细胞或总脾脏细胞与Sp2/0小鼠骨髓瘤细胞融合，并使用ClonaCell™-HY杂交瘤试剂盒（目录号03800）铺在半固体培养基中。通过ELISA检测总

脾脏细胞和CD138+细胞的分泌抗原的杂交瘤的百分比分别为33.0 ± 8.7%和99.3 ± 0.6%（平均值 ± SD）。

EasySep™小鼠CD138正选试剂盒（#18957） 

EasySep™小鼠CD138正选试剂盒通过正选的方式从小鼠脾脏、淋巴结和骨髓中分选出CD138+细胞。目的细胞与抗体和磁珠相结合，并使用EasySep™磁极

在不含有分离柱的情况下进行细胞分选。分选出的细胞可立即用于下游应用，如流式细胞术，细胞培养和杂交瘤的产生等。

A B

C D

E
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图4. 在MediumE及AOF培养基中进行亚克隆的克隆效率大大高于传统的DMEM+ 10%FBS培养基

针对不同抗原分泌特异性抗体的杂交瘤克隆在不同培养基中用有限稀释的方法进行亚克隆，分别为DMEM+ 10% FBS，含血清的ClonaCell™-HY培养基E，无血清无动物源成

分（AOF）ClonaCell™- HY AOF扩增&克隆培养基。培养12 - 14天（37℃, 5% CO2），在显微镜下观察并评估其生长。（A）克隆效率，通过泊松统计法使用Hu&Smith（2009，J 
Immunol Meth，347：70-78）描述的ELDA方法评估。（B）在每种细胞培养基中获得的十个杂交瘤细胞系的平均克隆效率。*在18次单独的Polymer 2实验和1次protein 4实验

中，DMEM+ 10％ FBS的克隆效率为0％。

图5. 在MediumE及AOF培养基中进行培养的克隆效率大大高于其他商业培养基

使用以上商业培养基对杂交瘤株进行培养并采用有限稀释法进行亚克隆（n=1-5）。培养10天，使用Cell Metric™仪器（Solentim）对培养皿进行分析。克隆效率，通过泊松统计

法使用Hu&Smith（2009，J Immunol Meth，347：70-78）描述的ELDA方法评估。数据表示为平均值＋1 SD。

挑选

即挑选出由骨髓瘤细胞和B淋巴细胞通过电融合或PEG融合而成的杂交

瘤细胞，一般以HAT作为选择剂。STEMCELL为半固体克隆及液体克隆提

供两款优质培养基，用于淋巴细胞和骨髓瘤细胞融合后筛选出杂交瘤。他

们分别是甲基纤维素半固体培养基ClonaCell™-HY培养基D（#03804）及

ClonaCell™-HY液体HAT挑选培养基（#03831）。这两款培养基均含有预

筛选的血清和选择剂HAT，可大大提高杂交瘤在筛选中的存活率，从而提

高克隆阳性率。

扩增

经过HAT挑选后的杂交瘤可以通过两种级别不同的培养基进行扩增培

养：含有血清的ClonaCell™-HY培养基E（#03805）及不含血清、无动物源

成分的ClonaCell™-HY AOF扩增&克隆培养基（#03835）。此两种培养基

营养成分丰富，可支持杂交瘤在苛刻的条件下（如单细胞克隆、亚克隆、

冻存复苏后扩增等）生长。ClonaCell™-HY AOF培养基，不含血清、无动

物源成分，避免了血清在后期蛋白检测和提纯中的影响。
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用于杂交瘤制备的产品

细胞类型 货号 # 规格 说明

EasySep™小鼠Pan-B细胞分选试剂盒 19844 1 kit 通过负选的方式从小鼠脾脏中分选出总B细胞

EasySep™小鼠CD138正选试剂盒 18957 1 kit 通过正选的方式从小鼠脾脏、淋巴结和骨髓中分选出CD138+细胞

ClonaCell™-HY试剂盒 03800 1 kit
包含ClonaCell™-HY培养基A、B、C、D、E，和ClonaCell™-HY PEG各1
瓶，也可单独购买各组分

ClonaCell™-HY培养基A（融合前） 03801 500 mL 骨髓瘤生长培养基

ClonaCell™-HY培养基B（融合） 03802 500 mL 细胞融合前及融合过程中用于清洗细胞的培养基

ClonaCell™-HY PEG（融合） 03806 1.5 mL 细胞融合试剂

ClonaCell™-HY培养基C（复苏） 03803 100 mL 用于提升杂交瘤细胞存活力的融合复苏培养基

ClonaCell™-HY培养基D（挑选和克隆） 03804 90 mL 半固体HAT杂交瘤细胞挑选培养基

ClonaCell™-HY 液体HAT挑选培养基（挑选和克隆） 03831 500 mL 液体HAT杂交瘤细胞挑选培养基

ClonaCell™-HY培养基D无HAT（挑选和克隆） 03810 90 mL 半固体无HAT杂交瘤细胞挑选培养基

ClonaCell™-HY培养基E（扩增） 03805 500 mL 杂交瘤细胞扩增培养基

ClonaCell™-HY AOF扩增&和克隆培养基（扩增） 03835 500 mL 杂交瘤细胞扩增培养基

CHO细胞的克隆及培养

常用的重组蛋白表达系统有真核表达系统和原核表达系统。真核表达系统较原核表达系统有明显的优势，因为其具有完整的蛋白折叠、组装和翻译后修

饰。中国仓鼠卵巢细胞（CHO）已被广泛应用于治疗性重组蛋白药物的研发和生产。

CHO克隆、扩增添加物

ClonaCell™-CHO ACF添加物（#03820）是40X浓缩的无血清无动物成分的培养基添加物，用于培养CHO、HEK等真核细胞。该添加物可与液体或半固体培

养基配合使用，提高CHO细胞的生长和单细胞克隆效率。

FOR RESEARCH USE ONLY. NOT INTENDED FOR HUMAN OR ANIMAL DIAGNOSTIC OR THERAPEUTIC USES.  
STEMCELL TECHNOLOGIES INC.’S QUALITY MANAGEMENT SYSTEM IS CERTIFIED TO ISO 13485 MEDICAL DEVICE STANDARDS.
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10% FBS

Medium 2 Medium 4Medium 3Medium 1DMEM +
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Copyright © 2014 by STEMCELL Technologies Inc. All rights reserved including graphics and images. STEMCELL Technologies & Design, STEMCELL Shield Design, Scientists Helping Scientists, 
and ClonaCell are trademarks of STEMCELL Technologies Inc. All other trademarks are the property of their respective holders.

PRODUCT CATALOG # DESCRIPTION RECOMMENDED FOR

ClonaCell™-CHO 
ACF Supplement

03820
Defined, animal component-
free CHO cell culture medium 
supplement

Supplementing protein-free cell culture medium 
to increase cloning efficiency or support CHO cell 
expansion after transfection

ClonaCell™-CHO 
CD Liquid Medium

03817 Liquid CHO cell culture medium
Culturing suspension-adapted CHO cells; 
single-cell cloning of CHO cells when combined with 
ClonaCell™-CHO ACF Supplement

ClonaCell™ FLEX 03818 Semi-solid base medium
Converting a user-selected liquid medium
(2X concentrate) into a custom semi-solid cloning medium

ClonaCell™-CHO 
CD Medium

03815
Semi-solid cloning medium; 
chemically defined and protein-
free

Selection and cloning of transfected, suspension-adapted 
CHO cells

ClonaCell™-CHO 
ACF Medium

03816
Semi-solid cloning medium; animal 
component-free

Selection and cloning of transfected, suspension-adapted 
CHO cells

Figure 1. Cloning efficiencies of CHO-S and CHO-K1 cells in protein-free media from different commercial suppliers with and without addition of 
ClonaCell™-CHO ACF Supplement.

The bar graphs illustrate the cloning effi ciency of untransfected CHO-S (A) and CHO-K1 (B) cells, defi ned as the percentage of wells in 96-well plates that contain greater 
than 100 cells after 14 days of incubation. Individual wells of a 96-well plate were seeded with an average cell density of one cell per well in 200 μL cell culture medium 
and incubated at 37°C and 5% CO2. All conditions contained 6 - 8 mM L-glutamine. Cloning effi ciencies in various protein-free cell culture media with (blue) or without 
(grey) addition of ClonaCell™-CHO ACF Supplement or in DMEM + 10% FBS (orange bar) are shown. Error bars represent the standard deviation based on triplicate 
data for each condition, except Medium 2 (both with and without ClonaCell™-CHO ACF Supplement), for which the average of duplicate data is shown. 
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图6. ClonaCell™-CHO ACF添加物大大提高不同无蛋白培养基中CHO-S和CHO-K1细胞的克隆效率

该图为未转染的CHO-S（A）和CHO-K1（B）细胞的克隆效率，定义为培养14天后96孔板中包含100个以上细胞的孔的百分比。将96孔板的各个孔以每孔一个细胞的平均细

胞密度接种到200μL细胞培养基中，并在37℃和5% CO2下培养。 所有条件均包含6-8 mM L-谷氨酰胺。 蓝色柱为添加ClonaCell™-CHO ACF添加物，灰色柱为不添加

ClonaCell™-CHO ACF添加物，橙色柱为在DMEM+ 10% FBS培养基中培养。

A B

克
隆

效
率

 (
%

)

克
隆

效
率

 (
%

)

无添加物

测试培养基 测试培养基

添加ClonaCell™-CHO ACF添加物



6 STEMCELL Technologies Inc.

抗体制备相关产品

CHO克隆筛选培养基

STEMCELL为CHO克隆筛选提供ClonaCell™-CHO CD液体培养基（#03817），及多种级别的半固体培养基。使用半固体培养基进行克隆可获得较高的单克

隆几率，防止稀有克隆的丢失。单个细胞及其后代克隆在半固体培养基中独立生长，可防止快速生长的细胞因过度生长而失去稀有的高产克隆。

产品 级别 货号 # 规格 说明

ClonaCell™-CHO CD液体培养基 CD（化学成分确定） 03817 500 mL
液体CHO细胞挑选和扩增培养基，化学成分确

定，不含蛋白和动物成分，不含左旋谷氨酰胺或

选择剂，适用于DHFR和GS的挑选

ClonaCell™-CHO CD培养基 CD（化学成分确定） 03815 90 mL
半固体CHO细胞挑选培养基，化学成分确定，不

含蛋白和动物成分，不含左旋谷氨酰胺或选择

剂，适用于DHFR和GS的挑选

ClonaCell™-CHO ACF培养基 ACF（无动物源成分） 03816 90 mL
半固体CHO细胞挑选培养基，含有重组蛋白，不

含动物成分，不含左旋谷氨酰胺或选择剂，适用

于DHFR和GS的挑选

ClonaCell™-TCS培养基 含血清 03814 80 mL
半固体挑选培养基，含有预筛选的FBS和BSA，

不含选择剂

ClonaCell™-TCS/G418试剂盒 含血清 03822 1 kit
半固体挑选培养基，含有预筛选的FBS和BSA，以

G418抗生素作为选择剂，适用于抗G418细胞系

的挑选和克隆

ClonaCell™-TCS/Hygromycin试剂盒 含血清 03823 1 kit
半固体挑选培养基，含有预筛选的FBS和BSA，以

潮霉素B抗生素作为选择剂，适用于抗潮霉素B
细胞系的挑选和克隆

ClonaCell™ FLEX CD（化学成分确定） 03818 45 mL

半固体挑选培养基，化学成分确定，不含蛋白和

动物成分，不含左旋谷氨酰胺或选择剂。FLEX的

配制更具灵活性，它允许使用者以一比一的比例

加入自用的2X浓度的液体培养基。该培养基适

用于对DHFR，GS和HAT的挑选

CryoStor® CS10 cGMP 07930 100 mL
无动物源成分，使用USP级成分以cGMP标准生

产，可保持细胞的高活性
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产品仅供研究使用。除非另行说明，不可用于人或动物的诊断或治疗。有关STEMCELL质量控制的更多信息，请参阅WWW.STEMCELL.COM/COMPLIANCE。
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