[bookmark: _Toc495317669]  初步采购内容及需求
一、项目内容
本项目采购内容为EBV抗体组检测和分析，服务期1年，欢迎国内各符合要求的供应商提供最佳服务方案前来投标。

2、 总体要求
1、供应商应具有完善的质量管理体系。
2、供应商应具有类似项目的实施经验。
4、供应商应针对本项目提出的具体的工作实施方案、物流方案、技术方案、应急方案、售后服务方案。
5、供应商应组建具有相关经验的项目服务实施团队。
6、供应商具有相关测序和生物信息服务能力，提供实施本检测项目的实验室情况，包括地址、实验室设备配置等，满足本项目检测服务的实施要求。
7、供应商提供质量控制措施：整体项目实验和标准数据分析需要进行样本质控、文库质控和数据质控，提供各步骤质控报告，质控和分析结果沟通24小时实时响应。
8、供应商提供售后服务方案：基于本项目实际需求，组建售后服务团队，免费提供相关的技术咨询及售后服务包括上门解决生信分析问题和需求、提供必要的测序数据的解读和相关培训等。
9、为医院相关人员提供生物信息学培训服务，提供配套的培训视频课程及相关生物信息学书籍资料。

三、技术服务要求
1、技术目标：完成200例指定人源血浆样本的筛选，针对EBV抗原库（涵盖AG876、B95-8、GD1、GD2、P3HR-1、Raji等不低于40个EBV毒株，100%覆盖EBV蛋白，抗原库中共包含3730条肽段）检测抗体反应，并按照指定的不同类型（组别）进行统计学分析。
2、EBV抗体组检测
抗体组学：是一种全局性、系统性、高通量地研究特定体液中的抗体组成，构建其所识别的抗原谱。EBV抗体组检测是指针对EBV抗原检测抗体组以发现EBV特异性抗原，进而用于疾病诊断、治疗和机制研究。
[bookmark: _Hlk205387458]3、EBV抗原库的要求：根据NCBI/Uniprot数据库中EBV毒株及蛋白，进行抗原库的设计，要求覆盖涵盖AG876、B95-8、GD1、GD2、P3HR-1、Raji等不低于40个EBV毒株，100%覆盖EBV蛋白，抗原库中共包含3730条肽段，并以噬菌体展示肽的形式获得EBV抗原。
4、实验流程
（1）EBV抗原库筛选和建库
1)血浆预处理。取上清部分，并于PBST缓冲液中1：1000稀释至1 mL，加入已封闭的96孔深孔板。在每块96孔板中分别留有阴性对照、空白对照和阳性对照孔。
2)噬菌体展示肽库孵育。在每个孔中加入稀释离心后的噬菌体文库，确保每个反应孔加入的噬菌体量为16000×多样性，将配套的盖子盖紧密封，4℃旋转孵育过夜。
3)磁珠沉淀富集。孵育结束后加入20μL经过清洗的Protein G磁珠4℃孵育4h。结束后500g离心3 min，将反应板放在磁力架吸附Protein G
磁珠，吸弃原液后，每孔加入200 μL清洗TBS（含0.1% IPEGAL CA 630），重悬吹打并转移至新的96孔PCR板中。再重复清洗2次，最终加入40 μL无菌水重悬磁珠，转移至新的96孔PCR板中。
4)PCR建库。封板后瞬离10s，在PCR仪中95℃加热10 min。测序建库采用两轮PCR，分别使用噬菌体序列匹配的通用引物和带有barcode和测序适配序列的引物进行扩增。扩增的产物通过凝胶电泳进行质量监测。将1-3块96孔板的PCR产物混合（每孔取3μL），并通过凝胶电泳和切胶回收获得目的条带。
（2）上机测序
基于 Illumina 测序仪和试剂盒，对建库样本进行测序。测序读长为 150 bp，双向测序，每个样本的测序量要求为4 M；通过双向测序结果获得全长序列，并以每条肽的reads 数作为基本数据。
（3）统计分析
1)数据质控：测序得到的原始数据(Raw Data)会存在一定比例的低质量数据，为了保证后续信息分析结果的准确可靠，首先要对原始数据进行质控及宿主过滤，得到有效数据(Clean Data)；
2)归一化处理：以噬菌体库的原始（Input）测序数据，按照泊松分布模型拟合计算各个多肽的分布区间和概率；针对单一样本，按照实际获取的多肽reads数以及mock IP的reads读数计算其富集倍数（Enrichment change, EF），单一样本的多肽reads数归一化处理（Normalization Reads, NR）， 并计算泊松分布模型中的p-value（-log10(p-value), -lgpv）。获得每例血清样本针对每条肽段的信号值，联合多重阈值（EF/NR/-lgpv）筛选后，最终可得单一样本的阳性肽段。
3)统计分析：根据单一样本独立定量分析数据，对单一样本的EF值进行修正，经筛选后的富集肽保留其原有EF值，其余肽的EF均赋值为1。将对应队列内的样本的富集肽进行合并，拆分出该队列中所有样本的阳性肽数据用于队列分析，使用修正后的EF值作为队列分析的信号。Wilcoxon 和 Fisher 检验用于计算疾病队列与对照队列的 p-value 并进行统计学分析。
4)回溯EBV蛋白：根据所设计的抗原库的信息，补充差异肽对应的EBV蛋白名称。
5)数据分析报告。提供正式的技术服务报告，包括样本信息、实验流程、结果分析过程和结果以及相关的数据附件。
5、技术质量及售后服务要求
（1）技术质量要求
1）抗原库要求：覆盖AG876、B95-8、GD1、GD2、P3HR-1、Raji等不低于40个EBV毒株，100%覆盖EBV蛋白，抗原库中共包含3730条肽段，每条肽段长度为56 aa，并以噬菌体展示肽的形式获得EBV抗原。
2）技术参数要求：平均每样本测序量> 4M reads，测序Q20>90%，Q30>85%，90%的样本测序量>0.75 M。
（2）售后服务要求:
1）每例实验需提供明细实验步骤和结果，包括所有测序原始数据，生物信息学数据分析。
2）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付款。
3）项目周期:自项目启动之日起，1.5个月内完成全部实验和分析，并进行交付。
4）数据存贮周期:不少于6个月。
5）保密内容:原始资料、技术路线、实验报告及与实验有关的资料结果、服务价格，以及甲方及甲方工作人员因履行本合同而了解、知悉的乙方商业秘密与技术秘密。保密期限:自合同生效日起永久保密。

四、商务要求
1、投标价：
1.1报包干总价（按《检测内容数量（预估）表》）。包括完成本项目的一切费用。
[bookmark: _GoBack]2、售后服务：成果交付后，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、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，并协商赔偿买方前期损失。
3、付款方式和支付条件：（1）合同签订完毕，供应商办结所有手续、具备履约条件并开具正式发票后7日内预付合同金额的20%为合同预付款；（2）研究完成、提交研究成果及报告（包括原始数据以及数据质控报告）、验收通过后7日内一次性结清剩余的合同款项。
附：检测内容数量（预估）
《检测内容及数量（预估）表》
	检测分析类别
	数量

	EBV抗体组检测
	200例



