附件：

科研项目生物样本检测服务采购
一、项目概况

1.项目名称：四川省妇幼保健院科研项目生物样本检测服务采购项目
2.项目位置：成都市武侯区沙堰西二街290号
二、生物样本检测及转运需求
(一)检测项目
1.提取纯化研究对象血浆外泌体

（1）抽取研究对象血液2ml至CPT管中，在1小时内送入实验室离心分离血浆， -80℃储存待用。
（2）使用ExoQuick Exosome沉淀液从500μL的血浆中分离外泌体。

2.外泌体鉴定

（1）使用CD63标记外泌体，行Western blot分析。

（2）使用透射电子显微镜(TEM)观察纯化后的血浆外泌体，记录透射电镜图像。

3.从分离外泌体中提取RNA

使用miRNeasy Micro Kit提取外泌体RNA。

4.人主动脉内皮细胞(HAEC)摄取目标外泌体

用含胶原蛋白的细胞培养板培养HAEC，PKH67荧光标记血浆外泌体，共同孵育24h后固定，荧光成像显微镜观察外泌体被细胞摄取情况。

5.提取HAEC总RNA ，验证相关基因的mRNA表达变化
HAECs及PKH67标记的血浆外泌体共同孵育24h后提取总RNA，q-PCR及Western Blot验证内皮细胞标记物CD31、VE cadherin以及促进间质细胞α-SMA 、FSP１的表达变化；使用Illumina的HiSeq 2500平台进行测序，Cutadap去除mRNA 3’末端适配器和尾随序列，TopHat2与人RefSeq mRNAs(Hg19)比对，使用HTSeq估计转录计数，Edger评估样本之间基因表达水平差异。
6.RNA测序，分析外泌体中包含的lncRNA序列信息
构建RNA文库，HiSeq 2500(Illumina)进行50个周期的单读取测序，用所得读取计数构建表达式矩阵，进行Edger分析，定义两组样品之间比较FDR<0.05的lncRNA为差异表达的lncRNA。通过绘制KD和HC之间的表达变化来评估来自表达数据集的单个Deg和lncRNA之间的关联。识别与个体差异表达基因相关的lncRNA。
7.研究目标lncRNA参与EndMT过程的分子机制
利用RIP、 RNA Pulldown 等实验技术验证目标lncRNA能否与靶蛋白直接结合，并定位具体的结合区域。在HAEC细胞过表达或敲降目标lncRNA，观察靶蛋白的表达量变化以及细胞EndMT过程的变化。
根据项目需要，包括但不限于以上项目及数量。以上项目和隐性项目，能根据实验相关检测规定来完成。

（二）检测例数
1. KD组：6例

2. 发热对照组：6例  

3. 健康对照组：6例 

（三）转运需求

全血在 1h 内进行血浆分离，将上清转移至规格在 200μL-1.5mL 耐-192℃超低温螺纹口冻存管中，每份样本至少≥100μL（0.1mL）。液氮速冻 1h 后-80℃保存，干冰运输到公司进行检测和冻存。

三、服务要求

1.生物样本标记：生物样本由我院采集，并标记患儿姓名、住院号，与病例信息一致。

2.生物样本转运：为保证样本转运的质量，将采集并分装的生物样本需在-80℃转运保存，投标人应具有物流配送服务路线的管理系统。

3.生物样本检测：分批次完成标本检测，出具检验数据报告。

4.按照研究项目进度完成所有生物样本检测及转运。
5.完成课题数据归纳总结，完成课题结题报告。
6.遵照《人类遗传资源管理暂行办法》等法律法规对本次检测数据保密。
四、质控要求

1.需提供开展项目的公司资质，项目实施期间提供各检测项目的仪器档案、标准实验操作程序、校准记录等;

2、须成立质量控制小组并设质量监督员一人，质量监督员必须做好有关质量管理日常工作记录，实验室负责人全面负责质量控制管理工作。

3、质量控制小组由实验室负责人、质量监督员、质量管理员组成，监督实验室整个质量管理体系的有效进行。

4.项目实施期间，公司的实验室工作人员需参加项目组组织的相关培训，且通过考核;

5.项目实施期间提供所有实验项目的室内质控结果，并定期上传原始记录;

6.项目实施期间提供实验样品温控记录、照片记录等。

