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检测内容：
使用单细胞转录组学技术，对招标方提供的9个样本总金额7.2万，进行单细胞悬液制备，使用寻因生物高通量单细胞3’转录组建库试剂盒配合SeekOne® 数字液滴仪进行文库构建，illumina PE150测序。
使用空间蛋白质组学技术，对招标方提供的18个样本总金额10.8万，进行石蜡包埋，切片制备。使用Akoya PhenoCycler-Fusion (PCF)单细胞原位空间组学分析平台对每个样本中24个目的蛋白进行自动化染色、成像检测和空间分布数据分析。
使用空间转录组学技术，对招标方提供的18例样本总金额35.1万，进行石蜡包埋，切片制备， 利用10x genomics Xenium亚细胞空间原位技术进行目标基因的定位和识别，并对所获数据进行分析。
使用单外泌体表面蛋白质组学技术，对招标方提供的18个样本总金额13.5万，进行外泌体提取及捕获，使用试剂盒ExoSeek ® Panel 260对所捕获外泌体表面蛋白所结合的抗体进行识别标记，针对标记DNA构建文库， illumina PE150测序并对结果作分析。

单细胞转录组学需求：
1、 对临床样本进行酶解消化制备成单细胞悬液
2、 使用寻因生物研发的SeekOne® DD (Digital Droplet) 单细胞3’转录组试剂盒，通过油包水实现单细胞分离捕获。捕获到的细胞在SeekOne® Digital Droplet System（SeekOne® 数字液滴仪）中完成单细胞分离、标记及核酸标记、捕获、建库。
3. 使用Illumina Novaseq X Plus高通量测序平台进行PE150测序。
4. 项目周期：文库质检合格后，不超过15个工作日给出原始数据
5. 数据存贮周期：根据需求长期储存。
空间蛋白质组学需求：
1、 对临床样本进行固定、石蜡包埋、切片，由招标方根据HE染色结果进行切片选择及目标区域圈选，并将18个样本中分别选定的区域拼贴到Akoya PCF专用载玻片上。
2、 对样本进行脱蜡和水化处理，并按照PCF标准的抗原修复法对所制好的玻片上的样本进行抗原修复，再进行封闭、抗体染色、组织固定以及核染色。
3、 使用Akoya PhenoCycler-Fusion (PCF)单细胞原位空间组学分析平台，配合特制抗体，对每个样本中24个目的蛋白进行自动化染色、成像检测和空间分布数据分析。
4、 分析报告要求：标准基础分析报告中需含有细胞比例饼图、细胞比例小提琴图、细胞类型相关性热图和靶点相关性热图。
5、 项目周期：需求方确认项目进行正式实验后15个工作日内交付标准基础分析报告。
6、 数据存贮周期：根据需求长期储存。
空间转录组学需求：
1、 对临床样本进行固定、石蜡包埋、切片，由招标方根据HE染色结果进行切片选择及目标区域圈选，并将18个样本中分别选定的区域拼贴到10x Xenium专用载玻片上。
2、 对贴有样本的玻片进行脱蜡水化及解交联处理，使用Bio-Rad C1000 Touch PCR仪将玻片上的样本与Xenium Prime 5K Human Pan Tissue & Pathways Panel探针进行孵育、连接、扩增，生成可供荧光标记探针杂交的基因特异性空间标签序列，再用DAPI染液对组织的细胞核进行染色。
3、 用Xenium分析仪对玻片进行样本扫描，选择后续需要分析的Region，并进行荧光探针的杂交、成像、去除，数据解码，获得原始数据。
4、 对使用10x Xenium分析仪获取的数据进行处理及分析。
5、 分析报告要求：标准基础分析报告中应包含聚类分析、降维分析（主成分分析、t-SNE、UMAP等）、细胞分型、差异表达分析、富集分析等内容。
6、 项目周期：招标方提供样本后，不超过10个工作日完成样本质检，样本质检合格后，不超过15个工作日给出标准分析报告。
7、 数据存贮周期：根据需求长期储存。
单外泌体表面蛋白质组学需求：
1、对临床样本进行外泌体提取，使用CTB分⼦捕获磷脂双分⼦层膜中的GM1基团以捕获外泌体。
2、使用ExoSeek ® Panel 260试剂盒识别外泌体表面蛋白，并使用EV tag进行标记，识别抗体上的DNA片段标签，再针对DNA片段标签进行建库。
3、使用Illumina X Plus高通量测序平台进行PE150测序。
4、使用EVisualizer ® decoding package分析流程对数据进行质控分析。
5、分析报告要求：标准基础分析报告中需包含数据质控、蛋白检测深度、EV计数、样本蛋白表达总量分析、EV表面蛋白组和检测及外泌体亚群分析内容。
6、项目周期：文库质检合格后，不超过15个工作日给出原始数据
6. 数据存贮周期：根据需求长期储存。
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服务内容：
使用Illumina Novaseq X Plus平台，对招标方提供的9个样本总金额6.3万，进行单细胞悬液制备，使用寻因生物高通量单细胞3’转录组建库试剂盒配合SeekOne® 数字液滴仪进行文库构建，illumina PE150测序。
对招标方提供的18个样本总金额9.9万，进行石蜡包埋，切片制备。使用Akoya PhenoCycler-Fusion (PCF)单细胞原位空间组学分析平台对每个样本中24个目的蛋白进行自动化染色、成像检测和空间分布数据分析。
使用10x genomics Xenium分析仪，对招标方提供的18例样本总金额33万，进行石蜡包埋，切片制备， 利用10x genomics Xenium亚细胞空间原位技术进行目标基因的定位和识别，并对所获数据进行分析。
对招标方提供的18个样本总金额10.8万，进行外泌体提取及捕获，使用试剂盒ExoSeek ® Panel 260对所捕获外泌体表面蛋白所结合的抗体进行识别标记，针对标记DNA构建文库， illumina PE150测序并对结果作分析。

单细胞样本处理及质控：
1. 对临床组织进行单细胞悬液制备。
2. 保证细胞活性不低于85%，总量大于5x104保证后续细胞捕获量，细胞浓度500-1000个/ul，细胞间无粘连（成团率＜5%）；无大于40μm的细胞碎片和其它颗粒物，不存在逆转录抑制剂和非细胞核酸分子
3. 每个样本捕获的细胞数目不少于8000个
空间蛋白组样本处理、成像结果及数据分析：
1.	对临床样本进行固定、石蜡包埋、切片，由招标方根据HE染色结果进行切片选择及目标区域圈选，并将18个样本中分别选定的区域拼贴到Akoya PCF专用载玻片上。
2.	贴有样本的的载玻片应根据PCF标准 SOP 进行脱蜡、水化处理和抗原修复，避光进行封闭和抗体染色后固定，核染色通过PCF标准的DAPI染色。
3.	对样本进行多轮染色后，保证达到所有24种目的蛋白的成像。
4.	使用HALO数字病理图像分析平台进行自动化图像采集后处理。
空间转录组样本制备及前期处理：
1. 对临床组织进行石蜡包埋，然后切片进行HE染色，根据染色结果中的样本形态结构进行样本质量判断，并进行目的位置的选取。从包埋样本中提取RNA，用Qubit 4.0对提取的RNA浓度进行检测，用Qsep 100测定DV200值和RIN值。质检合格的石蜡切片样本应满足DV200>30%。
2. 使用Bio-Rad C1000 Touch PCR仪将玻片上的样本与Xenium Prime 5K Human Pan Tissue & Pathways Panel探针进行孵育、连接、扩增，生成可供荧光标记探针杂交的基因特异性空间标签序列，再用DAPI染液对组织的细胞核进行染色。
3. DAPI检测细胞核荧光应信号强、不易脱色，形态清晰可辨。 
4. 染色需确保组织形态完整、质量完好，切片不出现挤压、断裂、淤血等，H&E染色结果可以与DAPI染色结果进行比对，确保H&E染色与DAPI染色的细胞核位置能够吻合。
单外泌体表面蛋白组外泌体提取及标记：
1. 对临床样本进行外泌体提取，使用CTB分⼦捕获磷脂双分⼦层膜中的GM1基团以捕获外泌体，同时使用ExoSeek ® Panel 260试剂盒的抗体识别外泌体表面蛋白。
2. 使用EV tag识别抗体上的DNA片段标签，再针对DNA片段标签进行扩增建库。
3. 合格样本的检测EV数量为每个样本⼤约10-100万个囊泡。
4. 每个样本捕获的细胞数目不少于8000个


平台要求：
1. 供应商需自主拥有SeekOne® Digital Droplet System（SeekOne® 数字液滴仪）☆
2. 供应商需自主拥有Akoya PhenoCycler-Fusion (PCF) 平台☆
3. 供应商需自主拥有10x Genomics Xenium空间原位分析仪☆
4. 供应商需自主拥有ExoSeek ® Panel 260试剂盒和运行EVisualizer ® decoding package分析流程的条件☆
5. 供应商同时具有ISO9001和ISO13485质量管理体系认证☆
6. 供应商须对临床当天取样并制备单细胞悬液的要求进行响应☆
7. 供应商或其子公司具备冷链运输资质，需提供GPS及温度控制相关证明☆
8. 供应商或其子公司具备检验标本运输车辆者，需提供车辆行驶证☆
9. 供应商在浙江省内有独立实验室☆
10. 供应商需同时配备单细胞转录组平台（10X、华大、寻因）、10x genomics Xenium亚细胞空间原位平台、Akoya PhenoCycler-Fusion (PCF) 平台和赛默飞Astral质谱测序平台以适应后期项目需求。☆

团队要求：
11. 需要专门的项目管理、技术支持、售后服务团队、生产团队大于100人。该项目团队需要配备5名博士学位成员，拟派项目团队至少有一位需具备海外留学经验，以适应项目需求及提升项目质量。
12. 项目需要配备经验丰富、专业的技术支持，一对一技术支持模式，全程跟进项目顺利开展，直至项目完成。


单细胞转录组学要求：
13. 使用寻因高通量单细胞转录组建库试剂盒配合SeekOne® 数字液滴仪完成单细胞分离、标记及核酸标记、捕获、建库。
14. 合格的文库主峰片段大小介于350~750bp之间，且无小片段。如果有小片段进行第二次纯化，直至无小片段；文库浓度不低于1 ng/μL。
15. 使用llumina Novaseq X Plus高通量测序平台进行PE150测序。
16. 项目周期：文库质检合格后，不超过15个工作日给出原始数据。
17. 数据存贮周期：根据需求长期储存。
空间蛋白质组学要求：
1. 使用Akoya PhenoCycler-Fusion (PCF)单细胞原位空间组学分析平台行样本自动化染色、成像检测和空间分布数据分析。
2. 使用的24个目的蛋白的特制抗体都应标记有适用于PCF平台成像的特异性寡核苷酸（Barcode）。
3. 使用HALO数字病理图像分析平台进行自动化图像采集后处理。
4. 项目周期：需求方确认项目进行正式实验后15个工作日内交付标准基础分析报告。
5. 数据存贮周期：根据需求长期储存。
空间转录组学要求：
1. 利用10x Genomics Xenium分析仪进行样本扫描成像及数据解码。
2. 样本孵育使用Xenium Prime 5K Human Pan Tissue & Pathways Panel探针。
3. 使用Bio-Rad C1000 Touch PCR仪进行探针孵育。
4. 项目周期：招标方提供样本后，不超过10个工作日完成样本质检，样本质检合格后，不超过15个工作日给出标准分析报告。
5. 数据存贮周期：根据需求长期储存。
单外泌体表面蛋白组学要求：
1. 使用Illumina NovaSeq X Plus高通量测序平台进行测序。
2. 项目周期：文库质检合格后，不超过15个工作日给出原始数据。
3. 数据存贮周期：根据需求长期储存。


数据验收标准：

1. 单细胞转录组学服务交付悬液制备及分选过程中的全部实验参数、所有测序原始数据以及clean data。
2. 空间蛋白质组学服务交付样品制备及上机过程中的全部实验参数、所有测序原始数据以及clean data。
3. 单细胞空间转录组学服务交付结果应包含10x Xenium亚细胞空间原位分析标准结果报告、与标准结果报告对应的ROI图像(Tiff文件)、基于ROI水平的亚细胞空间转录/蛋白表达矩阵表、所有panel的原始扫描图像(Tiff文件)、所有测序原始数据以及clean data。
4. 单外泌体表面蛋白组学服务交付外泌体样本提取、捕获及标记过程中的全部实验参数、所有测序原始数据以及clean data。

售后服务：
5. 成果交付两年内，供应商提供免费的项目咨询服务。
如因供应商原因导致项目失败，如服务或产品质量不合格等，供应商承担全部责任并退还已付款。

