采购需求

一、项目概况
1、采购范围：对质控合格的40例免疫治疗前后的食管鳞癌FFPF样本进行10 × Genomics Visium HD 高分辨空间转录组测序分析，包括切片、建库、测序、数据分析及结题报告。 

2、服务期限：所有样本收到后60日历天完成全部工作
3、服务地点：采购人指定地点

4、质量标准：满足采购人需求，达到国家及行业合格标准。

5、付款方式：合同签订后，收到所有数据报告后6个月内支付合同总价款的90%，剩余10%一年内付清（无息）。（注：如中标企业为中小微企业，参照《保障中小企业款项支付条例》付款。）
二、技术服务要求
1.样本来源：人的食管癌组织

2.样本数：40例

3.样本类型：FFPE石蜡包埋样本

4.主要服务内容：包括切片、建库、测序、数据分析及结题报告。

5.质检：甲方提供石蜡包埋组织，并切成10um厚的石蜡卷；将石蜡卷邮寄给乙方，由乙方使用FFPE RNA提取试剂盒提取RNA，并使用安捷伦2100对RNA进行质检，DV200大于30%的样本为合格样本。经质检合格的样本可以进行后续建库实验。

6.服务商需提供所有样本原始实验记录。
7.检测平台为10X Genomics Visium HD；检测策略为全转录组探针杂交捕获。
8.捕获区域：文库构建的每张载玻片上有两个捕获区域，
9.捕获区域面积：每个捕获区域的大小为6.5×6.5mm，捕获区域是由连续不间断的小方块组成。
▲10.芯片分辨率：2×2μm，上面有用来捕获探针的oligo序列。(提供承诺函）
11.建库流程：
11.1 FFPE切片被贴在普通玻片上，按照10x要求进行脱蜡、HE染色。染色后的切片使用高清成像平台获得高分辨率的明场图像。
11.2 染色后的切片继续进行解交联和全转录组探针杂交。特异性探针能和mRNA靶标区域杂交，通过清洗去除未杂交的探针。
11.3 探针杂交后的切片使用CytAssist仪器进行转片，将探针从切片上转移到Visium HD玻片上，并被玻片上的oligo序列捕获。
11.4 探针捕获后通过延伸标记上空间条形码序列，标记后的探针从Visium HD玻片上洗脱下来进行建库，得到可用于测序的文库产物。
▲12.测序量：高通量测序平台采用illumina测序平台，单个捕获区域的测序数据量不低于120G，RNA reads的Q20>90%；Q30>85%。(提供承诺函）
13.主要分析内容包括：
13.1 标准数据分析：数据处理、基因定量、定量后质控、定量矩阵标准化；
13.2 spot异质性分析：降维聚类分析、空间特异基因鉴定；
13.3 基因表达分析：差异基因分析、差异基因富集分析
13.4结果呈现方式：包括但不限于以下几项,如原始数据,统计分析后的图表,数据分析报告等。

14.样本质检合格后由双方协商正式样本的选择。正式样本收到后15个工作日内完成样品文库构建和质控。

▲15.服务商需提供一台全新未开封10X Genomics CytAssist仪器安装到医院指定地点开展实验，同时提供一台Olink Signature Q100 仪器安装到医院指定实验室完成项目相关蛋白实验检测至该项目结束。(提供承诺函）
▲16.样本检验合格后上机捕获，不超过10个工作日给出测序原始数据；交付原始数据后，不超过5个工作日给出满足需求的基本分析报告，3个月内保留原始数据且需按照采购人要求提供原始数据。(提供承诺函）
17.3年内免费提供生物信息技术支持服务。

18.采用云盘和移动硬盘交付原始数据；剩余样本免费返还，通过质控的样本免费保存6个月。

