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填 写 说 明

1、 本协议适用于我院科研人员在项目研究过程中支付给外单位的检验、测试、化验及加工等费用时需要签署的协议。
2、 合同封面的委托任务名称指本合同的测试加工等具体内容，应用简明规范的专业术语明确概括所要完成的服务内容。 
3、 本合同的委托方（甲方）和受托方（乙方）名称，须按单位公章及法人营业执照中所记载的详细名称填写，若涉及外文名称，首次出现时应写明全称及简称。 
4、 本协议书未尽事项，可由当事人附页另行约定，并可作为本协议的组成部分。如协议研究内容涉及国家秘密或重大商业秘密的，双方应另行签署保密协议，承担保密义务。
5、 使用本协议书时约定无须填写的条款，应在该条款处注明“无”等字样。
6、 协议书要求A4纸打印，一式4份，左侧装订，正文内容所用字型应不小于5号字，协议正本中所涉及与本协议约定事项有关的技术资料及其指定附件备齐后应合装成册，其规格大小应与协议书一致。
7、 受委托方需提供测试化验加工的原始数据，委托方务必保留原始数据10年以上以备审计抽查。


依据《中华人民共和国民法典》及本协议书相关的科研项目、经费管理办法规定，为完成甲方承担的研究任务，经双方协商一致，各方在真实、充分地表达各自意愿的基础上，就本协议书中所描述的委托内容、经费支付、保密内容、知识产权等问题达成如下协议，签订本合同并由签约双方共同恪守。
                                                                         
第1条  委托工作的主要内容、加工方式和要求
1、测试加工内容
基因编辑鼠耳蜗组织转录组测序


2、测试加工方式和要求
1. 基因编辑动物模型构建技术参数
1.1.基本要求：
1.1.1.具备CRISPR/Cas9基因编辑技术和构建基因编辑小鼠构建服务能力；
1.1.2.具有近3个月内的实验动物微生物检测合格报告。
1.2.方案设计及沟通
1.2.1根据需求设计基因编辑动物模型构建方案，并以Word和PPT形式提交；
1.2.2技术方案需要包目的基因信息和序列、靶点设计、载体构建、核酸准备、显微注射、小鼠交配及基因型鉴定等具体信息。 
1.3.基因编辑Founder小鼠构建
1.3.1.提供编辑靶点信息；
1.3.2.提供F0代小鼠基因鉴定胶图及测序分析和原始文件。
1.4.基因编辑F1代杂合子模型构建
1.4.1.包括亲本小鼠信息，交配时间，子代出生和鉴定记录；
1.4.2.提供F1代阳性杂合子小鼠出生日期、性别、基因型鉴定结果；
1.4.3.提供F1代小鼠基因鉴定胶图及测序分析和原始文件。
1.5.交付标准
1.5.1.每个项目交付≥4只阳性F1代杂合子小鼠；
1.5.2.提供交付小鼠的信息；
1.5.3.开具《实验动物质量合格证》。
1.6.交付周期
每个项目交付周期不超过10个月。
2.基因编辑动物饲养与繁育技术参数
2.1.基本要求：
2.1.1.具备IVC饲养屏障动物房；
2.1.2.具有近3个月内的实验动物微生物检测合格报告。
2.2.方案设计及沟通
2.2.1.根据需求设计基因编辑动物模型繁育方案，并以Word和PPT形式提交；
2.2.2.繁育方案需要包现有小鼠情况、繁育目标、繁育路线和基因型鉴定方等具体信息。 
2.3.基因编辑F1代杂合子模型构建
选择来自同一只F0代鼠，敲入位点一致的F1代鼠，达到性成熟后进行同胞交配，可获得F2代鼠。对获得的F2代鼠进行PCR及测序鉴定。理论上，F2 代鼠中25%位敲除位点一致的纯合子鼠，有50%为只有一条染色体敲入的杂合子鼠，有25%为野生型鼠。
[bookmark: _Hlk169105180]2.4.交付标准
2.4.1.每个项目交付≥10只纯合子小鼠；
2.4.2.提供交付小鼠的信息；
2.4.3.开具《实验动物质量合格证》。
2.5.交付周期
每个项目交付周期不超过9个月。
3. 小鼠基因型鉴定技术参数
3.1.鉴定报告要求
所有鉴定项目均需提供PCR电泳图或者测序报告。
3.2.鉴定方法要求
把阳性鼠标号记下裂解鼠尾提取DNA，使用试剂盒提取或Triton X-100和蛋白酶混合物裂解液，裂解样品过夜；次日，高温灭活蛋白酶，离心收集上清，作为PCR模板进行扩增；电泳检测并胶回收PCR片段；测序鉴定并分析结果。                      
4.实时荧光PCR检测技术参数
4.1.提取样本总RNA：
采用TRNzol总RNA提取试剂进行样本RNA提取（天根DP424）。
4.2.逆转录合成cDNA：
反转录：按反应数+1的量配制Master Mix，然后再分装到每个反应管中。反转录反应体系符合实验标准。
表1 逆转录反应体系
	试剂
	使用量

	Template RNA
	Up to 1μg

	M-muLV Enzyme Mix Ⅰ
	2.0μl

	RT Primer Mix
	2.0μl

	M-muLV Reaction Mix
	10.0μl

	RNase Free H2O
	To a total volume of 20μl


42℃孵育60 min，80℃处理5min，cDNA保存放-20℃冰箱备用。
4.3.Real Time PCR样本检测：
①Real time PCR反应体系配置技术参数要求：
表2  Real Time PCR反应体系
	PCR反应组分
	20 μl体系

	2 × Master Mix 
	10µl

	10uM 的PCR特异引物F
	0.5µl

	10uM PCR特异引物R
	0.5µl

	加水至总体积为
	18µl


②加样标准
96-PCR板置于Realtime PCR仪上根据实验要求进行PCR反应。
③95℃，30秒；45个PCR循环（95℃，5秒；60℃，15秒（收集荧光））
④样品的目的基因和内参进行Realtime PCR反应，每个样本检测3个复孔。符合数据分析标准。
4.4.结果分析标准
使用内参（不同样品间表达量基本恒定）作为校正。
根据Real Time PCR原始检测结果，按照2-△△CT相对定量计算公式计算出各样品的目的基因相对定量结果。
5.免疫荧光染色标本制作及拍摄技术参数
5.1.标本制备要求
取相应的组织样本固定于多聚甲醛至少48小时，进行符合实验要求的二次取材脱水。具备组织包埋、修块、切片、摊片烤片技术。
5.2.具备染色技术
5.2.1.脱蜡复水流程技术参数：切片常规脱蜡至水自来水水洗3次。
5.2.2.抗原修复(部分不需要) 流程技术参数：高压修复，修复液加热至沸腾，放入切片，盖紧锅盖，继续加热至限压阀喷气，计时3min。将高压锅放至水龙头下，流水冲至排气完毕，将切片从高压锅中拿出，自来水洗2-3次。 
5.2.3.实验流程技术参数：滴加一抗，湿盒中4°C孵育过夜。PBS洗3次,每次3min,根据一抗种属选择不同波长的二抗，滴加二抗（荧光稀释液配），稀释度1:500，室温避光孵育60min，PBS洗3次。根据实验需求观察细胞核，则选择适宜的染料进行染核,Hoechst(1:2000)或DAPI（即用） 。滴加一滴甘油，盖好盖玻片，即可镜下观察。
6.扫描电镜标本制作及拍摄技术参数
6.1.动物组织取样技术参数
6.1.1.取样时间和取样大小：1-3min内取样，取样组织2mm*2mm大小，尽量薄。
6.1.2.取材要求：取材时尽量精确到需要观察的目的部位，避免镊子挤压等机械损伤，刀片要锋利避免挫伤组织。
6.1.3.组织固定技术参数： 组织取下后立即投入电镜固定液内室温固定2h，再转移至4°保存，4°冰袋运输，在保存和运输过程中固定液切勿冷冻结冰。4°时样本可保存1个月左右。
6.2.电镜制片要求
6.2.1.锇酸固定参数
外泌体悬液样本，用移液枪吸取20ul样本滴在碳膜铜网放置3-5min，然后用滤纸吸去多余液体。将2%磷钨酸滴在碳支持膜铜网放置1-2min，用滤纸吸去多余液体，室温干燥数分钟。
6.2.2.电镜采集图像参数
电子显微镜80~120kv下检测成像，采集图像。
6.2.3.拍照要求：能拍出细胞细胞质的破坏情况，如细胞膜的损坏。（图中红色所示区域），拍出细胞内部结构。
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7.耳蜗组织转录组测序技术参数
7.1.文库类型参数：10x Genomics组织转录组文库；
7.2.测序策略参数：Illumina PE150；
7.3.测序数据量（raw data）参数：30M/cell。
7.4.测序分析需求：
有效Barcode，测序饱和度，基本数据分析，细胞数目统计，单个细胞reads数目统计等；基因表达定量，聚类分析，差异基因分析。
8.转录组测序
8.1.文库类型参数：10x Genomics组织转录组文库；
8.2.测序策略参数：Illumina PE150；
8.3.测序数据量（raw data）参数：30M/cell。
8.4.测序分析
有效Barcode，测序饱和度，基本数据分析，细胞数目统计，单个细胞reads数目统计等；基因表达定量，聚类分析，差异基因分析。
9.RNA引物合成费技术参数
9.1引物合成基本要求
合成类型：需支持RNA引物（包括mRNA、siRNA、shRNA等）定制合成，根据采购方提供的目标序列精准合成，确保序列无错配、无缺失。
纯度标准：引物纯度需达到HPLC级（高效液相色谱纯化），纯度≥99%，以满足后续分子实验（如实时荧光PCR、RNA干扰等）的高特异性需求，避免非特异性扩增或干扰。
9.2合成后质量检测
检测方式：每批次合成的RNA引物需提供电泳检测报告（验证引物完整性，无降解片段）和HPLC纯度检测报告（明确纯度数值）。
序列验证：可根据采购方需求，对关键引物进行测序验证，确保合成序列与目标序列完全一致，提供测序峰图及结果分析报告。
9.3引物交付规格
浓度与剂型：交付浓度为20μM（±10%误差范围），以RNase-FreeH2O溶解，置于无酶离心管中；每管引物量≥200μl，满足多次实验使用需求。
保存与运输：引物需在-20℃低温条件下密封包装运输，附带低温冰袋；交付时需提供详细的保存说明（-20℃可保存6个月，避免反复冻融）。
10.流式细胞仪使用技术参数
10.1样本制备要求
细胞悬液制备：需根据样本类型（如小鼠外周血、组织单细胞悬液等）采用适配的制备方法，如组织研磨-过滤-离心（转速300-500×g，时间5-10min）或密度梯度离心，确保细胞活性≥90%（台盼蓝染色检测），细胞浓度调整为1×10⁶-1×10⁷cells/ml。
荧光染色标准：
染色体系：200μl细胞悬液中加入对应荧光抗体，抗体浓度需符合抗体说明书推荐范围（通常为1-5μl/10⁶cells），设置空白对照（未染色细胞）、同型对照（与一抗种属匹配的无关抗体）及阳性对照。
孵育条件：室温（20-25℃）避光孵育20-30min，孵育后用PBS（含2%胎牛血清）洗涤2次（300×g离心5min），最终用300μlPBS重悬细胞待检测。
10.2仪器与检测参数
仪器型号：需使用BDFACSCanto™Ⅱ或同等档次及以上的流式细胞仪，具备至少4个荧光检测通道（如FITC、PE、PerCP-Cy5.5、APC），支持多色荧光分析。
检测参数设置：
前向散射光（FSC）：用于区分细胞大小，电压设置以覆盖目标细胞群体为准；侧向散射光（SSC）：用于区分细胞颗粒度，辅助排除碎片。
荧光通道：根据所用抗体荧光素类型调整光电倍增管（PMT）电压，确保阴性对照与阳性对照信号分离清晰，变异系数（CV）≤10%。
数据采集：每样本采集细胞数量≥10,000个（目标细胞群体），数据以FCS3.0格式保存，便于后续分析。
10.3数据分析标准
分析软件：使用FlowJo或BDFACSDiva等专业流式分析软件，先通过FSC-SSC散点图圈选目标细胞群体，排除细胞碎片及死细胞（如7-AAD染色阳性细胞）。
结果输出：提供每个样本的流式散点图（如单参数直方图、双参数密度图）、阳性细胞比例及平均荧光强度（MFI）数据，并生成完整的分析报告，注明实验条件及对照设置。
11.蛋白组学测序技术参数
11.1样本前处理要求
蛋白提取：根据样本类型（如小鼠组织、细胞）采用RIPA裂解液（含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂）提取总蛋白，通过BCA法或Bradford法测定蛋白浓度，确保蛋白浓度≥1μg/μl，蛋白总量≥200μg。
蛋白消化：采用FASP（滤膜辅助样品制备）法或SDS-PAGE胶内消化法，将蛋白还原（DTT处理）、烷基化（碘乙酰胺处理）后，用胰蛋白酶（酶：蛋白=1:50，37℃孵育16h）消化为肽段，肽段经C18柱脱盐后冻干保存。
11.2测序仪器与策略
仪器型号：使用ThermoScientificQExactive™HF或同等档次的超高分辨液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）系统，配备纳升液相色谱仪（如ThermoEasy-nLC1200）。
色谱与质谱参数：
色谱条件：采用C18反相色谱柱（如2.1μm×150mm），流动相A为0.1%甲酸水溶液，流动相B为0.1%甲酸乙腈溶液；梯度洗脱程序：0-5min，5%B；5-40min，5%-35%B；40-45min，35%-95%B；流速300nl/min。
质谱条件：离子源为纳米电喷雾离子源（ESI），正离子模式；一级质谱分辨率70,000（m/z200），扫描范围m/z350-1800；二级质谱采用数据依赖采集（DDA）模式，分辨率17,500（m/z200），碰撞能量30eV，动态排除时间30s。
11.3数据质量与分析标准
数据质量控制：每个样本需进行质量评估，确保肽段匹配率≥80%，蛋白鉴定数量≥1500个（小鼠组织样本），肽段错误发现率（FDR）≤1%。
分析内容：
定性分析：通过MaxQuant软件匹配UniProt小鼠数据库（最新版本），鉴定样本中蛋白质的组成及修饰（如磷酸化、乙酰化，可选）。
定量分析：采用Label-free定量方法，计算各蛋白质在不同样本中的相对表达量，筛选差异表达蛋白（foldchange≥1.5或≤0.67，P-value<0.05），并进行GO功能注释、KEGG通路富集分析，生成可视化图表（如火山图、热图）及完整分析报告。




第2条  考核指标及验收标准、方式和验收时间
1. 考核指标
双方根据在现有技术资料及工作条件确认技术方案；
委托方负责提供符合技术方案要求的实验材料，受委托方确认实验材料规格，型号，数量等准确无误；
受委托方严格按照双方确定的技术方案，利用委托方提供的实验动物及试剂，运用自身专业的技术知识、经验，进行实验动物饲养、实验操作等技术服务工作；
受委托方保证实验动物饲养条件符合技术方案约定级别的标准要求，保证实验操作的专业性和准确性，保证所交付的资料和数据以及实验记录的真实性、完整性与规范性， 保证不将实验涉及的所有数据用于任何商业用途，不以任何名义向第三方转让。 
受委托方有义务提供与项目相关的支撑性数据，并在能力范围内提供咨询服务。

2. 验收标准
乙方应在收到甲方付款前即开始上述基本服务内容和要求所约定的技术服务。如有延期或遇到技术问题应当及时向甲方做出说明，双方协商处理。
3. 验收方式
实验结束后，乙方交付甲方完整的实验报告。
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4. 验收时间
自合同签订之日起8个月内完成本项目全部内容
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第三条   测试化验加工细目：
	序号
	测试化验加工的内容
	测试结果的呈现方式
	计量单位
	单价
（万元/单位）
	数量
	金额（万元）

	1
	听觉基础实验测 
试

	动物活体、实验报告
	批
	17.17
	1
	17.17

	2
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	
	

	8
	合计
	17.17





第四条  经费支付方式：
1. 甲方应支付委托费用共计  17.17  万元（包括全部费用及税费，甲方无需向乙方支付其他费用）。 
2. 支付方式：（一次或分期）支付受委托方  （按以下第②种方式）： 
①一次总付：    万元，乙方在完成测试服务通过验收且开具增值税发票后  个工作日内支付全部测试费。 
②分期支付： 
第一次支付 8.585 万元，甲方在本合同签订后且乙方开具当期金额增值税发票后的         
   60个工作日内支付。 
第二次支付 8.585  万元，甲方在乙方通过全部测试技术服务验收且开具当期金额增值税发票后的 60  个工作日内支付。 
③其它方式：
3. 乙方账户信息：
开户名称：北京唯尚立德生物科技有限公司
开户行：中国建设银行北京上地支行 
账  号：11050188360000003417
4. 甲方开具发票的要求及信息：
单位名称：北京市耳鼻咽喉科研究所（北京市耳鼻咽喉头颈外科研究中心） 
纳税人识别号：12110000400686363A 
联系电话：010-58269553 
地址：北京市东城区后沟胡同 17 号 
银行账号：01090316800120111006150 
开户银行：北京银行前门文创支行

第5条  知识产权归属
1. 双方在履行本协议之前各自所获得的知识产权及相应权益均归各自所有，不因共同申请本课题而改变。 
2. 本协议所产生的所有成果的知识产权全部归属于委托方（甲方），受委托方（乙方）不得利用测试结果单独申报任何形式的成果。
3. 在履行本协议过程中各自向对方提供的相关信息,不构成向对方授予任何关于知识产权的许可行为。
4. 本合作协议不视为委托方给受委托方相关授权，未授权受委托方可使用委托方名义对外宣传或与第三方发生关系。
第六条  保密条款
1. 受委托方保证不向委托方以外的人员提供或披露本合同的委托内容及未公开的信息和资料，包括但不限于本协议的委托内容及结果，保密人员范围为乙方全体知悉或可能知悉的相关人员。保密期限自本合同生效之日起至约定的保密内容依法成为公开信息之日或双方确认的解密之日止。本保密条款不因本协议的无效、终止、解除、撤销而失去效力。
2. 双方保证采取一切合理和必要措施和方式对委托中知悉的对方商业秘密进行保密。
第七条  承诺
1. 如委托的任务涉及人类遗传资源采集、收集、买卖、出口、出境等，受委托方承诺遵照《人类遗传资源管理暂行办法》相关规定执行。
2. 如委托任务涉及动物实验，受委托方承诺自觉遵守《实验动物管理条例》，须具有动物生产和使用许可证，并严格选用符合要求的合格动物进行实验，保障动物福利。
3. 如委托任务的研究对象涉及人类受试者，受委托方承诺在签署协议前已经将委托任务的实施方案呈交受委托方伦理委员会讨论，并获得了伦理委员会批准。委托方也应在完成委托任务的过程中，自觉遵守国内外相关的医学伦理准则，保障保护受试者的安全和权益。 
4. 在受委托方从事委托事项中发生的不可归责于委托方的人身、财产损害或侵权，由受委托方自行承担，委托方不承担责任。
5. 受委托方保证与委托方无直接经济利益关系，并保证委托关系及事项真实有效。
6. 受委托方保障委托内容的真实性和合法性，实验结果无虚假信息提供，确保可溯源。
第八条  不可抗力
1. 本协议所指不可抗力是指不能预见、不能避免并不能克服的客观情况，包括但不限于地震、火灾、水灾、战争、政府行为等。
2. 受委托方因不可抗力不能履行协议的，应当在不可抗力事件发生之日起七日内将不可抗力事由以书面方式通知委托方，并应当在合理期限内提供证明。
3. 因不可抗力不能履行本协议的，根据不可抗力的影响，部分或全部免除责任。受委托方延迟履行后发生不可抗力的，不能免除责任。
第九条  违约责任
1. 如无正当理由，委托方未能按期拨付工作经费，且经受委托方催促仍不能拨付或不能给出合理解释的，受委托方有权暂停履行受托任务。如委托方违约行为给受委托方造成损失的，委托方还应承担相应赔偿责任。
2. 如受委托方收到委托方拨款后，未能按时间和任务要求完成委托内容，或受委托方在完成委托工作时出现弄虚作假情况、不履行本协议或履行义务不符合要求的，委托方有权追回全部已拨经费。如受委托方违约行为造成委托方损失的，包括已发生的损失和可预见的损失，委托方有权要求赔偿并追究受委托方相关责任人员的法律责任。
3. 非因委托方违约或非因不可抗力，受委托方不能完成受托任务或受委托方逾期不能提交全部产出成果的，委托方有权解除本委托。委托解除后，受委托方应返还委托方已经拨付的项目经费。如受委托方的违约行为给委托方造成损失的，包括已发生的损失和可预见的损失，受委托方还应承担相应的赔偿责任。
4. 受委托方违反保密义务的，应当赔偿委托方所遭受的一切实际损失，委托方有权终止本协议并追回已经拨付的项目经费。
第十条  协议的变更、终止及解除
1. 本协议的变更应由双方协商一致后达成变更协议，并作为本协议的附件。
2. 本协议可由双方协商一致予以终止。
第十一条  争议解决：如在履行本协议的过程中发生争执，双方当事人应友好协商解决，如协商不成，任何一方可向委托方签署地（委托方所在地）有管辖权的人民法院提起诉讼。
第十二条  其他约定事项（如无其他事项，请填“无”）
无
第十三条  本协议一式四份，双方各执两份，具有同等法律效力。

与本协议约定事项有关的技术资料附件清单：（如无其他附件，请填“无”）  无

第十四条 签字盖章页

	委   托   方（甲  方）
	单位名称
	北京市耳鼻咽喉科研究所（北京市耳鼻咽喉头颈外科研究中心）      （盖章)

	
	法定代表人（授权人）
	                                    


    （签字）
	
经办人
联系电话
	
胡  旸 58265717
谢锦各 58265804

	
	签订日期：

	

	受委   托   方
（乙方）
	单位名称
	
北京唯尚立德生物科技有限公司 
                             (盖章)

	
	法定代表人（授权人）
	                                    

    （签字）
	
经办人
联系电话
	
王慧峰 
13641059717

	
	开户名称
	北京唯尚立德生物科技有限公司

	
	开户银行
	中国民生银行北京成府路支行

	
	银行账号
	0132012830002121

	
	签订日期：
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