采购需求
一、采购标的
1. 采购标的
	序号
	标的名称
	样本量
	单价最高限价
	简要技术需求

	1
	空间转录组测序
	24例
	34500元/例
	根据数据的条形码信息对数据进行分析，以确定数据的空间位置，从而实现空间基因表达的可视化。

	2
	空间代谢组学测序
	20例
	18100元/例
	提供从实验设计、样品检测、数据分析一站式代谢组与16S rDNA测序整合分析服务，可满足多种检测需求。

	3
	单细胞转录组测序
	10例
	11500元/例
	利用生物信息学对单细胞的转录组展开数据分析，获得单细胞的基因表达谱和膜表面蛋白表达信息，对细胞亚群进行聚类、信号通路富集分析等。

	4
	靶向代谢组学和蛋白组学测序
	190例
	500元/例
	提供蛋白处理标准规程、蛋白数量汇总、差异蛋白、蛋白富集信号通路的标准检测报告。



二、商务要求
（一）服务期限和地点：
1.服务期限：自合同签订生效后1年。
2.服务地点：采购人指定地点
（二）付款条件（进度和方式）：详见第六章《拟签订的合同文本》。
（三）售后服务
1.投标人需提供售后服务，数据返回后将进行测序质量的评估，一旦出现问题，投标人需保证2小时内做出响应，并于24小时以内给予处理办法。如需返样，采购人会在项目完成后10天内与投标人联系提出返样需求，投标人在收到采购人返样需求的10个工作日内将样品返还。
三、技术要求
（一）基本要求
1.采购标的需实现的功能或者目标
1.1投标人应根据招标文件所提出的服务要求，以优良的服务和优惠的价格，充分显示自己的竞争实力。
2.需执行的国家相关标准、行业标准、地方标准或者其他标准、规范：投标人所提供的服务应符合国家有关部门规定的相应技术法规及标准要求。
（二）服务内容及要求
标的名称1：空间转录组测序
1.实验平台：空间转录组平台。
2.主要仪器设备：荧光定量PCR仪、生物分析仪、样品混匀仪、PCR扩增仪、空间转录组平台
3.实验内容：空间转录组用于文库构建的每张载玻片上有四个捕获区域，每个捕获区域的大小为6.5×6.5mm，包含5000个被条形码标记的点（barcoded spots），每个点的直径为55μm，点和点之间中心的距离为100μm，并且每个点都有一个唯一的barcode序列组织切片的细胞中会释放出mRNA，迁移到每个spot的mRNA会被标记上相应的barcode序列，然后进行文库构建并进行测序。根据数据的条形码信息对数据进行分析，以确定数据的空间位置，从而实现空间基因表达的可视化。
4.实验方法：
4.1样品准备与质控：将新鲜组织放在预冷的组织缓冲液、PBS等液体中清洗两到三次，去除表面杂质，清洗后需用无菌无纺布/无菌无尘纸擦干表面液体，立即进行OCT包埋或组织速冻，使组织的形态保持完整，并使RNA保持完整性和可靠性；对包埋后的样本进行切片，HE染色鉴定组织形态和RNA降解情况，当组织形态完整且RIN≥4时，可进行空转检测；
4.2组织切片与染色、透化、转移、反转录和建库：对于Visium技术，冷冻切取8μm的切片贴到载玻片上，使用标准的固定和染色技术，包括苏木精和伊红（H&E）染色，使用明场显微镜扫描载玻片上的组织切片；使用Visium CytAssist将 FFPE 组织切片上的转录组分析物从组织载玻片转移到 Visium 芯片上,实现组织转录组的原位转移并被芯片上的Barcode标记通过反转录、建库、测序和生信分析，确定组织原位的mRNA表达，实现组织的空间转录组检测 
4.3上机测序：高通量测序平台选择，Illumina测序读长：通常Illumina平台为150bp。测序深度：不低于30x覆盖度
4.4数据质控：测序饱和度不低于50%，Q30不低于80%.
4.5数据分析生成报告：提供组织完整性和RNA质量检测、文库质检报告，10Xspace Ranger矩阵分析报告
标的名称2：空间代谢组学测序
1.实验平台：空间代谢组学平台
2.仪器设备：冷冻切片机、喷涂设备、光学显微镜、扫描型基质辅助激光解吸电离离子源质谱成像仪
3.实验内容：空间代谢组与16S rDNA测序整合分析-基于GC-MS、LC-MS、核磁共振等多种技术手段，可提供多种样品的靶向和非靶向代谢组学分析服务，与16SrDNA测序服务，结合可定制化的生物信息学分析方法进行整合，提供从实验设计、样品检测、数据分析一站式代谢组与16S rDNA测序整合分析服务，可满足多种检测需求。
4.实验方法：
4.1样品收集和包埋：收集检测的组织样本根据检测类型进行修剪，使用5%CMC进行包埋。
4.2冷冻切片和光学拍照：切取厚度为 16μm样品切片，室温自然晾干，用光学显微镜拍摄光学图像。
4.3基质喷涂：对喷涂管路进行清洗，按照基质为 DHB+(30mg/ml)、基质流速20μl/min、氮气流速 5L/min、 喷嘴移速 8mm/s、 喷涂时长 50min/玻片的参数进行样本喷涂；
4.4质谱成像：将目标区域圈定后，打开质谱对目标区域进行离子化，收集化合物m/z数据；
4.5数据处理和分析：使用Mirion 软件比对确定代谢物类型并生成化合物的高分辨率二维质谱成像图。
标的名称3：单细胞转录组测序
1.实验平台：单细胞转录组测序平台
2.仪器设备：双人双面净化工作台、台式高速冷冻离心机、恒温水浴锅、单细胞悬液制备仪、高精天平、制冰机、恒温混匀仪、单细胞测序平台、PCR仪、掌心离心机、涡旋混匀器
3.实验内容：单细胞转录组测序是以单个细胞作为研究对象分析单细胞内基因表达和膜表面蛋白表达情况的方法，其通过Barcoded磁珠捕获单细胞的转录本后或膜表面蛋白结合抗体寡核酸序列后进行反转录、扩增建库和检测，利用生物信息学对单细胞的转录组展开数据分析，获得单细胞的基因表达谱和膜表面蛋白表达信息，对细胞亚群进行聚类、信号通路富集分析等。
单细胞测序技术实现了对单个细胞基因表达差异的分析，可以在单细胞分辨率下，从数万个细胞中收集特定细胞的表达信息，分析单细胞个体的异质性，是探究疾病机制的新研究手段。
4.实验方法：
4.1样本采集与单细胞制备：将新鲜采集的组织样本，经生理盐水冲洗后立即放到组织保存液中转运至实验室，采用组织专用解离液和瑞沃德组织解离配套相应的解离程序将组织解离为单细胞悬液；对单细胞悬液经Calcein-AM和Draq7染色后进行细胞计数和活率检测，细胞活率到达80%以上进行单细胞分离捕获。
4.2单细胞分离捕获：将细胞稀释至500-1000个/微升，使用电动移液枪加入到活化微孔板中，细胞自由落孔完成单细胞的沉降分析，细胞沉降后芯片中加入60万Barcode标记的磁珠，充分标记细胞；
4.3细胞裂解与反转录：将芯片中加入裂解液，细胞裂解释放的转录组被Barcode标记磁珠充分捕获，使用反转录酶完成mRNA到反转录成cDNA。
4.4转录组建库：使用试剂盒中随机引物结合与延伸cDNA，对得到的PCR产物进行纯化，消除短片段及引物二聚体，保留目的片段；根据捕获的细胞数，进行PCR扩增富集文库，并添加测序接头，将得到的PCR产物进行纯化后，即为WTA文库。
4.5文库测序：选择Illumina平台/ DNBSEQ-T7平台按照PE150进行双端文库测序，测序要求饱和度不低于80%，细胞有效reads数不低于60%。
4.6数据分析与报告：单细胞计数与活率报告，含捕获细胞数、Q30、有效细胞reads数占比的单细胞矩阵分析报告。
标的名称4：靶向代谢组学和蛋白组学测序
1.实验平台：代谢组学和蛋白质组学检测平台
2.仪器设备：台式高速冷冻离心机、恒温混匀仪、超声波清洗器、组织裂解仪、液相色谱仪、质谱仪
3.实验内容：靶向代谢组学测序通过对血液、尿液或其他体液以及组织中某一类特定的代谢物（比如某条代谢途径中的代谢物）进行富集与准确定量定性分析，并结合其它实验数据来揭示相关的分子生物学作用机制；蛋白组学测序对生物体在特定条件下表达的所有蛋白质进行分析，了解蛋白质的种类、数量、表达水平等信息。这有助于研究者掌握细胞或组织在不同生理或病理状态下的蛋白质表达特征。
4.实验步骤：
4.1靶向代谢组学分析流程
4.1.1样本收集：采集的样本立即冷冻保存，防止代谢物降解；
4.1.2代谢物提取：根据检测代谢物类型，选择合适的提取溶剂对代谢物进行提取富集；
4.1.3QC样本制备：将提取的代谢进行QC检测；
4.1.4代谢物检测：采用高分辨LC-MS/MS检测代谢物，专用数据预处理多元统计分析；
4.1.5数据分析和报告：生信分析完成差异代谢物定性筛选、代谢物通路富集和代谢网络分析，并提供相应报告。
4.2蛋白组学测序流程
4.2.1样品准备：对样本进行裂解，从生物样品中提取蛋白质；
4.2.2蛋白质处理：提取的蛋白质经还原烷基化、酶解、除盐后产生的多肽样品进行质谱鉴定；
4.2.3蛋白质质谱检测：使用LC-MS/MS对蛋白质的肽段进行检测；
4.2.4蛋白质鉴定分析：采用 DIA-NN (1.8.1)进行质谱数据处理，UniProt 数据库比对获得蛋白信息；
4.2.5数据分析：提供蛋白处理标准规程、蛋白数量汇总、差异蛋白、蛋白富集信号通路的标准检测报告。
四、项目验收要求
标的名称1：空间转录组测序
数据质控：测序饱和度不低于50%，Q30不低于80%.
标的名称2：空间代谢组学测序
数据质控：单张切片鉴定化合物不低于500；实际检测分辨率与设定分辨率控制在10%之内（若设定空间分辨率为 10 μm，则相邻两个激光斑点的中心距离应为 10 μm，实际测量偏差需 ≤10%。
标的名称3：单细胞转录组测序
数据质控：选择Illumina平台/ DNBSEQ-T7平台按照PE150进行双端文库测序，测序要求饱和度不低于80%，细胞有效reads数不低于60%。
标的名称4：靶向代谢组学和蛋白组学测序
靶向代谢组学数据质控：基于化合物的相对定量值来计算QC样本之间的 pearson 相关系数，QC样本相关性R2不低于0.95，确保检测过程稳定性。
[bookmark: _GoBack]蛋白组学数据质控：对于常规复杂样品，肽段长度主要分布在7-30之间，内标校正肽段iRT值波动不高于2%，对LC-MS/MS原始数据进行保留时间有效校正，Unique肽段分布图满足Unique肽段30时，Unique肽段的蛋白占总蛋白的累计占比不低于85%，确保鉴定到蛋白可靠性高。
