
Product Information

Cellvento® 4CHO-C Cloning Medium
Chemically defined medium for single cell cloning

Product description
Cellvento® 4CHO-C Cloning Medium is a chemically defined, 
animal component free medium developed for Single Cell 
Cloning (SCC) and stable pool selection and recovery of 
Chinese Hamster Ovary (CHO) cell lines. This new medium 
supports CHO and CHOZN® cell line development and can 
be used to replace EX-CELL® CHO Cloning Medium within 
the CHOZN® Technical Bulletin. It completes chemically 
defined media solutions for the entire process from cell line 
development to production scale.

Application
The formulation is designed without hydrolysates or 
components of unknown composition and has superior 
performance and consistency between lots. The medium 
contains hypoxanthine and thymidine (HT) but for more 
selection flexibility it does not contain L-glutamine, 
Methionine sulfoximine (MSX), or Methotrexate (MTX).

Cellvento® 4CHO-C Cloning medium  
For Single Cell Cloning 
1. Serially dilute a stable pool culture to 0.5–1 cell/well 

in 200 µL to ensure a high probability of clonality. 
Serial dilutions can be performed using growth 
medium (i.e. EX-CELL® CD CHO Fusion), until the final 
dilution. The final dilution should be performed using 
the plating medium, a mix of 80% cloning medium 
and 20% conditioned medium. Recommended plates 
are sterile, clear 96 well, tissue culture treated, flat 
bottomed microplates.

2. Place the plates in the incubator at normal parameters. 
For clonal screening, minimize agitation.

3. Track clonality by using a microscope on Day 6 or 7 
and Day 14. Culture may be supplemented with growth 
medium (i.e. EX-CELL® CD CHO Fusion), to account for 
evaporated medium.

4. Once confluent, clones can be consolidated to fewer 
plates and undergo further selection.

For Stable Pool Selection and Recovery:
1. Plate stable pool at 5000 cells/well in 80% Cellvento® 

4CHO-C Cloning Medium and 20% growth medium (i.e. 
EX-CELL® CD CHO Fusion).

2. Once confluent, passage into 2 plates by diluting 1:5. 
One will be used for propagation, and the other will be 
used for screening.

Culture Techniques:
Minimize carryover of growth medium into single cell 
cloning plates to approximately 2% for optimal growth. 
Growth medium carryover may inhibit growth at such 
low seeding densities. 

During dilution and screening, ensure supplemental 
growth medium is void of components that may interfere 
with selection.

Storage
Liquid medium should be stored at 2–8 °C protected 
from light.

Do not use after expiration date.

Comparability Study of Cellvento® 4CHO-C Cloning 
Medium (14390C) with EX-CELL® CHO CD Cloning 
Medium (C6366):
For each experiment, the number of wells with outgrowth 
was counted across all plates. An average was calculated 
for the control plates (C6366) and each experimental 
plate count was normalized to that average. An average 
of the normalized values, along with standard error of 
the mean (SEM), is shown in Figures 1–4.
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シングルセルクローニング用の Chemically defined 培地

Cellvento® 4CHO-C Cloning Medium

製品説明
Cellvento® 4CHO-C Cloning Medium は、チャイニーズハムス
ター卵巣（CHO）細胞株のシングルセルクローニング（SCC）お
よび安定発現プールの選択とリカバリーのために開発された、
Chemically defined かつ動物由来成分不含の培地です。
この新たな培地は、CHO および CHOZN® 細胞株の開発に対応し
ており、CHOZN® Technical Bulletin に記載されているプロセス
で、EX-CELL® CHO Cloning Medium の代わりに使用できます。
本製品を細胞株開発に用いることで、生産スケールに至るまでの
工程を完全な Chemically defined のプロセスにできます。

用途
本製品は、加水分解物などの組成不明な成分を含有しない培地
であり、優れた性能を示すとともに、ロット間のばらつきが改
善されています。
本培地は、ヒポキサンチンおよびチミジン（HT）を含有しま
すが、選択条件を柔軟に設定できるよう、L- グルタミン、メチ
オニンスルホキシミン（MSX）およびメトトレキサート（MTX）
を含有しません。

Cellvento® 4CHO-C Cloning Medium
シングルセルクローニングに使用する場合：
1. 単一クローン由来細胞株を高確率で得るため、安定発現細胞

プール培養液を 0.5 ～ 1 cell/well（200 μ L）の密度まで系
列希釈します。最終希釈直前までの系列希釈には、増殖培地

（EX-CELL® CD CHO Fusion）を使用できます。最終希釈には、
播種培地（クローニング培地 80%：Conditioned 培地 20%
の混合培地）を使用する必要があります。推奨されるプレー
トは、付着細胞培養用に表面処理が施されている滅菌済の
96 ウェル透明平底マイクロプレートです。

2. 一般的な細胞培養条件に設定したインキュベータに、プレー
トを置きます。クローンのスクリーニングを行う際は、撹拌
を可能な限り避けてください。

3. Day 6 または Day 7 と Day 14 に、顕微鏡を用いて、クロー
ナリティを経時的にモニターします。培地蒸発分を培養に補
充する場合は、増殖培地（EX-CELL® CD CHO Fusion）を用
いても問題ありません。

4. コンフルエントに達した後、各クローンを新たなプレートの
各ウェルへ植え継いで集約させ、プレート数を減らしてさら
に選択を行います。

安定発現プールの選択・リカバリーに使用する場合：
1. Cellvento® 4CHO-C Cloning Medium と増殖培地（EX-CELL® 

CD CHO Fusion）の割合が 80% と 20% の混合培地に、安定
発現プールを 5000 cells/well の密度で播種します。

2. コンフルエントに達した後、1：5 の比で希釈することにより、
プレート 2 枚に継代します。うち 1 枚を増殖に使用し、もう
1 枚をスクリーニングに使用します。

培養方法：
増殖を最適化するため、シングルセルクローニング用プレートへの
増殖培地のキャリーオーバーは約 2% に抑えます。シングルセルク
ローニングのように播種密度が低い条件では、キャリーオーバー
により増殖が阻害されるおそれがあります。
希釈およびスクリーニング時には、選択に干渉する可能性がある
成分を含有しない増殖培地を必ず使用します。

保存
液体培地は 2 ～ 8° C で遮光保存してください。
有効期限を過ぎたものは使用しないでください。

Cellvento® 4CHO-C Cloning Medium（14390C）と
EX-CELL® CHO Cloning Medium（C6366）の同等性試験
各実験では、増殖がみられたウェル数を全プレートについて計
数しました。対照プレート（C6366）の増殖ウェル数の平均値
を算出し、各試験プレートの増殖ウェル数を、対照プレートの
平均値で標準化しました。標準化後の平均値とその標準誤差

（SEM）を、図 1 ～ 4 に示します。
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Figure 1: Clone outgrowth was comparable between C6366 and 
14390C. Cellvento® 4CHO-C performed more consistently across cell 
lines and pools.

Figure 2: Clone outgrowth was comparable between C6366 and 14390C 
across several clones.

Figure 3: Clone outgrowth in the presence of conditioned medium 
was comparable between C6366 and 14390C. In the presence of 20% 
conditioned medium, Cellvento® 4CHO-C out performed Ham’s F12 with 
10% fetal bovine serum (FBS).

Figure 4: Minipool selection had comparable titer profiles between 
C6366 and 14390C.

Ordering Information

The medium is available in liquid format:
Catalogue Number Product Name Pack size

14390C-500mL Cellvento® 4CHO-C Cloning Medium 500 mL

Ordering information for basal media options:
Catalogue Number Product Name Pack size

14365C-1000mL EX-CELL® CD CHO Fusion 1000 mL

Ordering information for cell culture additives:
Catalogue Number Product Name Pack size

59202C-100mL L-Glutamine solution 100 mL
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For additional information, please contact your  
regional sales representative. 

To place an order or receive technical assistance
please visit SigmaAldrich.com/customer-service
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図 1：クローンの増殖は、C6366 と 14390C の使用条件で同程度でした。細胞株間
およびプール間での性能の一貫性は、Cellvento® 4CHO-C の方が優れていました。

図 4：ミニプールの選択では、C6366 と 14390C の使用条件で抗体価プロファイルが
同程度でした。

ご注文情報
液体培地として販売しています。

増殖培地オプションのご注文情報：

細胞培養用添加物のご注文情報：

図 2：複数クローン間でのクローンの増殖のばらつきは、C6366 と 14390C の使
用条件で同程度でした。

図 3：Conditioned 培地存在下でのクローンの増殖は、C6366 と 14390C の使用
条件で同程度でした。Cellvento® 4CHO-C に Conditioned 培地を 20% の比率で
混合した培地は、10% ウシ胎児血清（FBS）含有 Ham’ s F12 培地よりも高い性
能を示しました。
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Figure 1: Clone outgrowth was comparable between C6366 and 
14390C. Cellvento® 4CHO-C performed more consistently across cell 
lines and pools.

Figure 2: Clone outgrowth was comparable between C6366 and 14390C 
across several clones.

Figure 3: Clone outgrowth in the presence of conditioned medium 
was comparable between C6366 and 14390C. In the presence of 20% 
conditioned medium, Cellvento® 4CHO-C out performed Ham’s F12 with 
10% fetal bovine serum (FBS).

Figure 4: Minipool selection had comparable titer profiles between 
C6366 and 14390C.
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The medium is available in liquid format:
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