一、检测项目：10×单细胞免疫组(mRNA+TCR+BCR)、转录组测序、蛋白组学测序
二、技术要求：
1. 10×单细胞免疫组(mRNA+TCR+BCR)：获得新鲜组织，经过经洗涤、酶解、重悬，制备成合适浓度的单细胞悬液。通过流式细胞分选出目的细胞群，根据目标细胞数进行相应的上样，上样后，观察包裹Gel beads、样品以及酶的混合物的油滴（GEMs）是否能够正常形成，将GEMs吸出转移到PCR管中进行反转录及文库构建。库检合格后，上机测序，采用Illumina Hiseq PE150或NovaSeq PE150测序策略。针对下机数据进行质量评估，然后使用10X官方分析软件Cell Ranger进行数据比对和细胞/UMI计数，生成细胞-基因表达矩阵，然后进行下游的细胞分群和亚型鉴定、基因功能等分析。

2. 转录组测序：获取新鲜组织，通过洗涤、酶解和重悬处理制备单细胞悬液。使用高纯度RNA提取试剂盒，从目标细胞群提取总RNA，确保RNA质量（RIN值≥7）。去除rRNA后，构建转录组测序文库。采用illumina NovaseqTM X plus测序仪，测序模式为PE150。使用质量控制软件（如FastQC）对原始数据进行质控。使用HISAT2或STAR进行基因组比对。使用FeatureCounts或HTSeq进行定量，生成基因表达矩阵。使用DESeq2或edgeR进行差异表达分析，后续进行基因功能富集分析（如GO/KEGG分析）及路径分析。

3. 蛋白组学测序：新鲜组织或细胞样本经裂解、酶解后，分离蛋白质。提取蛋白质，使用胰蛋白酶消化蛋白质，将其分解成多肽。使用DIA技术对样本进行蛋白质组分析和测试(包括预实验和评估)。要求所提供设备的分辨率可达480,000FWHM@200m/z；同时@m/z=524时分辨率可达80,000FWHM。使用Proteome Discoverer、MaxQuant等质谱数据分析软件，识别和定量多肽。将多肽数据映射到蛋白质上，生成蛋白质表达谱。进行差异蛋白质分析，后续进行GO/KEGG分析，探索生物功能和信号通路。

三、具体参数要求：
	项目名称
	具体技术（参数）要求
	采购量（年）

	10×单细胞免疫组(mRNA+TCR+B
CR)
	详细技术要求
（一）细胞悬液要求、平台要求、测序需求和数据质控要求及验收标准：
1、细胞悬液要求：细胞活性≥85%，细胞浓度为700-1200cells/ul，结团率≤10%，有核率≥70%。
2、平台要求：支持利用荧光计数法和台盼蓝染色法两种方式同时进行细胞计数；要求利用10x Genomics平台及官方配套试剂完成样本捕获并构建文库。
3、测序需求：要求使用高通量测序平台进行PE150测序；测序质量要求：文库质检合格后，每个转录组文库测序数据量≥150G，TCR文库测序数据量≥15G，BCR文库测序数据量≥15G；测序Q30≥85%，无GC分离；测序饱和度≥80%，否则加测数据量直至80%为止。
4、数据质控要求：捕获细胞数量预设至少7000个，最终结果波动范围须在15%之内；基因中位数≥1500，测序饱和度≥80%,若细胞捕获数量超出规定的波动范围，即5250至8050之间个，则要求对样本重做，费用包含在本项目报价内。
5、数据验收标准：交付所有测序原始数据以及cleandata记录报告及结果；要求达到以下分析内容：对数据进行标准分析、高级分析和定制化分析：数据质控、数据统计、单样本 t-SNE 分型、marker 基因展示、转录因子注释、蛋白互作网络、样本间相关性分析、多样本 t-SNE 分型分析、多样本拟时分析、marker 基因聚类分析、基因共表达分析热图、差异基因分析及差异基因通路富集分析，KEGG、GO、GSEA，并包含线粒体基因过滤、死细胞和多细胞过滤、批次效应去除等质量控制手段；样本间基因差异分析；目标细胞群体亚聚类；细胞互作；基因互作；开发神经对抗网络分析；鉴定稀有细胞亚群，加强细胞注释准确度；免疫细胞Clonotype分型，CDR3（TRA\TRB\V基因\J基因）丰度分析。
（二）其他要求：
1、具备相应10xGenomics仪器试剂及技术人员、流式细胞仪；
2、具有单细胞在线作图及分析平台，单细胞marker基因自建数据库；
3、在项目完成前可对数据进行持续的高级分析和定制化分析，并在甲方提出分析需求的一周内进行数据分析的反馈；对10XGenomics单细胞数据分析需根据实验设计、数据结果进行参数优化，基于采购人的研究需求提供可行的分析方法并且执行数据分析和挖掘，在对于探索性的生物学问题可以对数据多次分析，尝试不同的软件方法，调试不同的参数对数据进行分析和挖掘；
4、配备专门的10xGenomics技术团队负责，在各个分析节点与采购人及时沟通，做到24h反馈机制，定期反馈项目进展、分析进展；可以通过即时沟通的方式做到及时反馈；
5、需提供10XGenomics单细胞免疫组在线报告及在线分析作图平台，采购人可以按照自己需求审美自行操作调整参数绘制图形；
6、数据保留时间：原始测序数据、分析结果等数据至少可保留3年。
7、可以提供单细胞培训：在服务周期内提供至少2次专门的单细胞技术培训，内容涉及但不限于：组织样本解离实操；上机标记实操；建库实操；R语言培训；协助搭建单细胞分析pipeline；常用单细胞绘图软件操作培训。费用包含在本项目报价内。

（三）采购人负责本项目合格样本及信息采集，授权中标人使用采购人提供的样本及样本信息用于本研究项目。
	预计60例样本，以实际为准。

	转录组学
	详细技术要求
1、可完成100组织样本的RNA提取、建库、上机测序服务，样本数量≥100个
2、转录组每个样本原始数据量≥6GB raw data
3、测序平台：采用illumina NovaseqTM X plus测序仪，测序模式为PE150；
4、测序数据质控：需去除原始下机数据中的接头序列、污染序列和低质量序列；
5、用链特异性（fr-firstrand）方式构建转录组文库；
6、可提供基因和转录本表达丰度分析（盒形图、表达密度图）、基因差异表达谱分析（差异柱状图、维恩图、聚类热图、火山图）、差异表达基因的GO功能富集性分析（富集柱状图、散点图）和KEGG代谢通路富集性分析（散点图）；
7、在项目完成前可对数据进行持续的高级分析和定制化分析，并在甲方提出分析需求的一周内进行数据分析的反馈，例如WGCNA分析、提供GESA分析、转录因子注释、蛋白互做分析、节律成分分析、表达模式分析、蛋白定位和分泌蛋白分析等；
提供在线绘图平台分析；
8、数据交付内容包括：所有测序过程中产生的原始数据（raw data）及数据分析过程中产生的数据，交付周期为收到样本后20个工作日内；
9、Raw data：Q30＞75%，Clean data Q30≥85%，Clean data Q20≥90%
10、具备自有测序仪器平台
	预计100例样本，以实际为准。

	DIA定量蛋白质组学
	详细技术要求
1、使用DIA技术对样本进行蛋白质组分析和测试(包括预实验和评估)
2、质谱性能要求如下：
分辨率：要求所提供设备的分辨率可达480,000FWHM@200m/z；同时@m/z=524时分辨率可达80,000FWHM；
质量精确度(MS和MS/MS)：<3 ppm外标法；<1ppm内标法；
扫描速度：要求可达到200HZ；
质量分析器真空度：要求低于10^-8mbar
动态范围：单次扫描>5000；
质量范围：40-6,000
[bookmark: _GoBack]3、在项目完成前可对数据进行持续的高级分析和定制化分析，并在甲方提出分析需求的一周内进行数据分析的反馈，例如后续进行GO/KEGG分析，探索生物功能和信号通路等。

DIA样本和QC样本需要平行进行实验，QC样本对检测过程中的仪器状态进行监控。
需要对质谱仪器定期进行维护清洗并按时进行Hela标准品测试，根据Hela标准品结果评估仪器状态，确保仪器状态符合测样标准。

	预计100例样本，以实际为准。



