
基于成像的全自动
细胞筛选和分离
CellCelector  抗体发现

 

自动化药物发现工作流程，以确定
具有最高生产力的最佳生产克隆

基于图像验证的单克隆性证明
用于生产力检测的 5 通道荧光
纳米孔阵列技术，能够高通量评估和验证大量克隆，
从而筛选产量最高的克隆进行转移
从甲基纤维素和基质胶等半固体培养基中转移高活
性杂交瘤 ®



抗体发现
 

CellCelector Flex 
在抗体发现方面的优势

纳米孔技术可在 8小时内，在单个孔板中筛选多达 500万个 B细胞或杂交瘤

单个 B细胞的抗原特异性识别和分离

使用孔板包被、微球或报告细胞捕获目标抗体

单次运行可多重筛选多达 14种抗原

同时进行多种细胞类型的高通量相互作用研究
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抗体是理想的治疗性生物大分子，因为它们能与各种靶点
结合，具有高亲和力和特异性。杂交瘤和噬菌体展示技术
的创新使药物研发人员能够利用抗体的天然多样性，广泛
使用单克隆抗体（mAbs）治疗癌症、慢性炎症和传染病。
虽然单 B 细胞筛选技术已经有了显著发展，并成为获取抗
原特异性 mAb 序列的主要来源，但使用半固体培养基进
行杂交瘤筛选仍然是一项具有挑战的任务。

本应用指南将重点介绍抗体发现工作流程中两种单 B 细胞
筛选方法，以及 CellCelector Flex 如何帮助简化流程。



CellCelector 
B细胞筛选工作流程

第 0天
清除小鼠体内的
B 细胞

第 0天
用磁珠富集

第 0天 CellCelector
在纳米孔板中接种含有
报告细胞或微球 + 二抗
的 B 细胞

富集 上样 分析 苗头化合物
（Hit）检测

 挑取转移 分子生物学分析免疫和采血

第 0天 CellCelector
在 37 °C、5% CO₂条
件下培养 1-4 小时

第 0天 CellCelector
自动检测分泌细胞

（Hit），可选择对阳性苗
头化合物进行单个细胞
确认

第 0天 CellCelector
将纳米孔中的苗头化合物挑
取转移到 PCR 板（筛选并
转移出排名前 96 的 Hits 需
约 45 分钟）

下游分析
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图 1. 抗体发现工作流程

将 CellCelector Flex 与纳米孔阵列技术相结合，可实现高
通量细胞分离、成像和分泌分析工作流程，从而在数小时
内处理数百万个 B 细胞。

可从数千个潜在候选细胞中筛选出目标特异性分泌细胞，
然后转移到 PCR 管中进行进一步的下游分析。

注：从小鼠脾脏、淋巴结或脊髓液中收获 B 细胞，并使用磁珠富集。接种纳米孔板时，每个大孔添加 20,000~50,000 个 B 细胞（如果单克隆性不重要，
则可使用更多细胞）。可以使用不同类型和不同大小的微球，或染料标记的抗原表达报告细胞。应向每个大孔中加入染料偶联的二抗（15 µg/mL），随后在
37 °C 下培养 1-4 小时进行检测。然后在 CellCelector 上识别最佳分泌细胞，并对其进行排序，然后将前 96 个苗头化合物转移到 PCR 管中进行下游分析。



CellCelector在 B细胞筛选中的优势

图 2. 普通孔（A 和 B）中细胞生长示意图与纳米孔板（C 和 D）中细胞生长示意图的对比。
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图 3. 三种主要细胞分析的示意图。（A）孔板内包被抗原分析，（B）基于捕获微球的抗原特异性分析和
        （C）抗原表达报告细胞分析。

A

B

C

D

纳米孔技术
纳米孔板的每个大孔底部都有多达数十万个纳米孔。尽管是
局部分离，但细胞被相同的培养基覆盖，因此可以共享生长
因子，在共培养环境下更容易生长至克隆（图 2）。

有关纳米孔技术的更多信息，请参见“CellCelector Flex 毛
细管、挑头及耗材手册 ”。

单细胞分泌分析

对纳米孔板中的单个细胞进行单细胞分泌分析，能够快速识
别理想的分泌细胞。CellCelector B 细胞工作流程支持多种
细胞分析策略，包括使用抗原包被孔板、加入微球或抗原表
达报告细胞的分析策略（图 3）。

多重筛选
支持明场、相差以及蓝色、绿色、红色、远红外和近红外荧
光通道成像以分泌物分析。

细胞密度

存活 | 成长

血浆 B 细胞

孔板内包被抗原分析 基于捕获微球的抗原特异性分析 抗原表达报告细胞分析

血浆 B 细胞 抗原微球 血浆 B 细胞 报告细胞

细胞 分泌的分子 周围培养基

细胞共培养 细胞密度

存活 | 成长

细胞共培养
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单 B细胞筛选

获取和富集血浆 B细胞 /mL

每个孔 20,000-50,000。如果单克隆性不重要，则可使用更多细胞
新鲜的 B 细胞比冷冻的 B 细胞能提供更高的检测信号，冷冻的 B 细胞也可能有很大比例的死细胞，从而降低苗头化合物率

抗原包被微球分析： 报告细胞分析：

可使用不同类型和尺寸的微球。避免使用＜1 µm 的微球。调整微球覆
盖的数量，而不是只覆盖大部分纳米孔底部，以保证更早检测到目的
细胞
对于较大的微球（≥5 µm），每孔使用浓度为 1.5M-2M（每个纳米孔
平均至少 20 个微球）

每孔使用 300,000-500,000 个抗原表达报告细胞，并用细胞追踪染料预先标记

染料偶联二抗

加入孔前浓度应为 15 µg/mL
由于需要将 1 mL 细胞悬液与混合二抗加入存在于孔中的 2 mL 培养基中，最终浓度为 5 µg/mL

表 1. 用于抗原包被微球和报告细胞分析的 B 细胞分析参数。

微球和报告细胞的单 B细胞筛选方案
B细胞筛选纳米孔板
CellCelector 6 孔 H100-100 360K 纳米孔板每个大孔包含
60,000 个纳米孔，具有无细胞毒性和低黏附性的特点，有
助于防止细胞附着，不受细胞的粘附性性或悬浮条件优化的
影响，可用于所有类型的细胞。如有必要，还可以用 BSA
阻断表面，以提高细胞排斥性能并避免非特异性蛋白质吸收。

所需材料
H100-100 360K 纳米孔板（产品货号 CC0080）
CellCelector 50 µm 玻璃毛细管（产品货号 CC0007）
抗原包被微球（仅用于抗原微球分析）
荧光标记二抗
配有微孔板适配器的离心机
无水乙醇
2% BSA（可选）

步骤 1：纳米孔预湿与排气泡
1. 将移液器吸头靠在孔壁上，靠近底部，向每个孔中加入 3 

mL 无水乙醇
2. 立即以 700 ×g 转速离心 2 分钟，去除纳米孔中形成的残

留微气泡。
3. 移除 1 mL 乙醇，留下 2 mL
4. 加入 3 mL 的 1×PBS，然后移除 3 mL
5. 再用 PBS 重复清洗 3-4 次

步骤 2：纳米孔预备
1.（可选）用 2% BSA 冲洗孔板 3-5 次，每次孔内留 2 mL。

在室温（RT）下用 BSA 培养（阻断）1 小时
2. 参照上述操作步骤，用补充培养基清洗 3 次。留下 2 mL。

步骤 3：细胞样本准备和接种
1. 按照下方表 1 中的说明，每个孔制备 1.0 mL 细胞悬浮液
2. 每个孔加入 1.0 mL 制备好的细胞悬浮液，呈 “Z” 字形滴

入孔中
3.（可选）让细胞在 RT 条件下沉淀 5-10 分钟
4. 以 300 ×g 离心 5 分钟
5. 使用 CellCelector 或标准细胞显微镜（可选）观察接

种孔
6. 将孔板在 37  ° C、5% CO2 条件下培养 1-3 小时（最佳培

养时间和温度取决于细胞来源和分析需求）



孔板内包被抗原的 B细胞分泌分析方案
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图 4. 孔板内包被抗原的 B 细胞分泌分析示例。

 

步骤 1：纳米孔预湿与排气泡
1. 水平放置纳米孔板并打开盖子
2. 在每个待接种孔中分装 3 mL PBS
3. 在室温（RT）下，以离心机和转子允许的最高转速将孔板

离心 5 分钟。离心后，孔底应透明且无任何图案。如果
不是这种情况，请重复离心

4. 移除 1 mL PBS，留下 2 mL

步骤 2-4的替代方案
通过将移液器吸头靠在孔壁上，靠近底部，向每个待接种
孔中注入 3 mL 无水乙醇，预湿纳米孔。乙醇通过毛细作
用慢慢扩散，直至覆盖整个表面
离心前，确保转子适当平衡，以 700 ×g 转速离心孔板 2
分钟，去除纳米孔中形成的残留微气泡
移除 1 mL 乙醇，留下 2 mL
加入 3 mL 的 1×PBS，然后移除 3 mL
用 PBS 重复清洗 3-4 次

步骤 2：细胞样本准备和接种
1. 加入 1.0 mL 的 50 至 100 µg/mL 抗原，培养过夜
2. 用 2% BSA 冲洗孔板 3-5 次，每次孔内留 2 mL。在 RT

下用 BSA 培养（阻断）1 小时
3. 用培养基清洗 3 次，留下 2 mL 培养基
4. 为每个待接种孔制备 1.0 mL 单细胞悬浮液，混合均匀：

a) 新鲜培养基中的细胞不超过 50,000 个 /mL。如果单
克隆性不重要，则可使用更多细胞

b) 5 µg/mL 的荧光二抗
5. 以 “Z” 字形向每个孔中加入 1.0 mL 制备好的细胞悬浮液
6.（可选）让细胞在 RT 条件下沉淀 5-10 分钟
7. 以 300×g 转速离心 5 分钟
8. 使用 CellCelector 观察已接种孔
9. 将孔板在 37 °C 下培养 1 小时或 2 小时（最佳培养时间取

决于细胞类型）
10. 以 10× 物镜扫描 CellCelector 上的孔板以发现阳性细胞

（显对应颜色荧光），并从阳性孔中挑取目的细胞

注：获得 200 万个 CD138+ 抗体分泌细胞（ASC），并将 60,000 个细胞
接种至 6 孔 H100 型纳米孔板的一个大孔中，以实现每个纳米孔一个细
胞的平均占有率。使用 EGFR 做为抗原。将抗人 IgG Fc 特异性捕获微球
和抗人 IgG 偶联 AF647，生物素化 EGFR 和 AF488 偶联链霉亲和素的
混合物与细胞一起培养。在明场和荧光中扫描了总共 52,000 个纳米孔，
以识别含有分泌抗体（AF647+）并与 EGFR（AF488+）结合呈阳性的 B
细胞的纳米孔。

将图像居中，绿色轮廓自动分配至待挑取的孔和 B 细胞。（A）荧光特异
性 647 nm 发射图像（RED）；观察到相邻的两个孔含有 ASC。（B）荧光
特异性 488 nm 发射图像（GREEN）；观察到相邻的一个孔含有 EGFR
特异的 ASC。（C）647 和 488 nm 通道的图像叠加；（D）明场图像，用
于挑取 EGFR+ASC。从纳米孔挑取 EGFR+ASC 之前（E）和之后（F）
的明场图像。明场图像显示纳米孔内的所有内容物都已挑取。

Matacho等人，（2022），《抗体治疗学》，第 5卷，第 1期，2022年 1月，
第 11-17页
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CellCelector在杂交瘤筛选中的优势

图 5. 杂交瘤分泌分析 图 6. 在半固体培养基中通过荧光标记检测稳定转染的 CHO
         分泌的 IGF-E5

杂交瘤分泌分析
分泌的抗体通过荧光标记的二抗显现，在产生杂交瘤的周围
形成光晕。CellCelector 软件通过比较细胞集落的大小和光
晕的直径来计算抗体产生水平，从而根据多个孔板的抗体产
生情况对杂交瘤进行排序（图 5）。

图 6 展示了在半固体培养基上生长的稳定转染的 CHO 细胞
系分泌蛋白的数据示例。

微球和试剂
赛多利斯 iQue Qbeads® 系列试剂提供捕获不同特定蛋白的
微球类型，以便对细胞因子、粘附分子、酶、生长因子进行
多重定量分析。iQue Qbeads® 可以可靠地进行 CellCelector
单细胞分泌分析。

注 ：A-C ：化学视图 ；D - F ：明场和荧光成像。不产生抗体的集落（A 和
D） ；产生中等量抗体的集落（B 和 E）；产生大量抗体的集落（C 和 F）。

注：A、C 和 E：透射光图像。B、D 和 F：半固体培养基中存在的抗 His 
Tag/FITC 抗体在 510 nm 处发出绿色荧光；由抗 His Tag/FITC 与带有
His Tag 部分的分泌 IGF-E5 反应形成的荧光点。A 和 B：单个细胞曝光
时间较长，显示荧光点云。C 和 D：阳性 CHO-IGF-E5 集落：信号较弱，
但足以检测到高产细胞。E 和 F：阴性对照；分泌无关产物的 CHO 细胞
不与抗 His Tag 抗体发生反应。

Caron 等人，（2009），在半固体培养基中进行荧光标记，以筛选分泌高
水平重组蛋白的哺乳动物细胞。
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