专业技术服务招标参数
产品清单
	技术服务名称
	单位
	数量
	技术服务简介

	胰腺癌患者免疫状态及TCR多样性的研究
	例
	70
	对70例人胰腺肿瘤样本进行单细胞V(D)J免疫组库测序分析：组织解离制备单细胞悬液，液滴微流控单细胞分离、捕获及建库，文库质检，测序，原始数据质控及V(D)J组装、注释、克隆型与CDR3特征分析。


技术参数
1．技术服务参数：
1）服务范围：对70例人胰腺肿瘤样本进行单细胞V(D)J免疫组库测序分析：组织解离制备单细胞悬液并质检计数，采用液滴微流控技术完成单细胞分离、捕获及建库，测序文库构建，上机测序，对原始数据进行质控，V(D)J基因比对与注释，克隆型（clonotype）鉴定，克隆丰度、多样性及组间差异分析，CDR3序列特征分析等。
2）检测要求：
1，平台要求：采用基于液滴微流控（油包水）原理的高通量单细胞分离、捕获与建库技术路线。将单细胞悬液、逆转录反应体系以及带有细胞条形码（Barcode）和唯一分子标识（UMI）的捕获微球相结合，被油相包裹形成油包水乳滴，从而将单个细胞分隔于独立液滴之中；在液滴内进行细胞裂解，释放的mRNA被微球上的捕获序列捕获，通过逆转录反应将细胞条形码与cDNA产物连接；随后破乳回收，以cDNA为模板进行PCR扩增、质检、测序文库构建、高通量测序和数据分析。投标所用平台应能稳定实现上述单细胞分隔、细胞条形码标记、UMI定量及V(D)J扩增建库的完整流程。
2，样本解离与悬液质控：将肿瘤组织消化解离为单细胞悬液，并对悬液的细胞浓度、活率、结团率、有核率及细胞直径进行质检计数。悬液按以下标准分级处置：A类（合格，可正常上机）——浓度600～2000个/μL、活率＞85%、结团率＜15%、有核率＞70%、细胞直径5～40 μm；B类（风险上机）——浓度300～600个/μL、活率＞80%、结团率＜30%、有核率＞50%、细胞直径5～40 μm、细胞总量＜5万，可结合后续cDNA产量判断是否建库测序；C类（高风险）——浓度＜300个/μL、活率＜80%、结团率＞30%、有核率＜50%、细胞总量＜2万，应及时反馈采购人并协商处理，不得强行上机而产生不可靠数据。检测合格的细胞经洗涤、重悬，按预期目的细胞数调整至适宜上样浓度（约700～1200 cells/μL）后用于单细胞捕获与建库。
3，测序要求：测序要求：对构建完成的文库测序进行质检，质检合格后进行测序。
4，生信分析要求：采用经验证的单细胞V(D)J比对与注释流程进行数据分析。比对前去除插入片段两端可能存在的模板转换寡核苷酸（TSO）序列和polyA序列，去除接头序列及polyA、polyT后，过滤插入片段小于30 bp的reads；依据V(D)J特异性上游引物及恒定区引物的比对reads占比判定文库类型（对应引物比对reads占比大于80%为TCR型、小于20%为BCR型、其余为ALL型）；将reads比对到V(D)J参考基因序列，剔除未比对上的reads；收集同一Barcode下的reads进行de novo组装得到contig；对contig进行V(D)J注释（要求序列全长完整、起始于有效密码子、V/J区域无终止密码子、J基因末端密码子至V基因起始密码子的长度为3的整数倍、包含CDR3区域且V-J跨越区域长度合理，VJ跨区长度偏差在-25～25个氨基酸以内（IGH为-55～25个氨基酸）；CDR3起始于C氨基酸、长度5～27个氨基酸、不含终止密码子；若检出多个CDR3，取注释得分最高者，得分相同时取较长者）；依据是否存在有效contig过滤Barcode（要求有足够的UMI数及reads支持，以排除背景mRNA干扰、文库污染和index跳读）；确定克隆型（输出克隆型编号、频率、占比、CDR3氨基酸序列、CDR3核苷酸序列）；开展CDR3特征分析（长度分布）、V/J基因使用特征分析（分别对TRA、TRB进行丰度分析）、V-J配对特征分析、克隆型分型及丰度分析、多样性指数统计（Chao1指数、D50多样性指数、Inverse-Simpson指数）、克隆型组内重叠分析及组间差异分析（筛选平均丰度≥2的克隆型，采用Fisher's精确检验、BH方法校正p值，校正后p<0.05定义为显著扩增克隆型，以韦恩图展示共有及特有克隆型数目，分组数大于6个时绘制UpSet图）；对BCR序列开展体细胞高频突变（SHM）分析。
3）样品收集和运输要求：指定专人（负责区域销售）负责上门收取、寄送采购人样品，并负责样品寄送途中必要的相应保护。具体流程：销售取样→采购人填写样品信息单（电子版和纸质版各一份）→邮寄至实验质检部门→样品组核对样品→采购人确认样品→录入系统→运营经理下单检测；实验室接收采购人样品有严格的流程，针对异常到样会及时反馈采购人，保证样品信息的准确。
4）质量保证要求：项目初始，需根据采购人提供的样品信息进行样本制备提取和检测工作；要求根据具体的样本信息提供专业和针对性的提取策略，指派专人完成相关提取工作直至提取质检检测合格。
5）结果产生要求：QC质控分析+标准数据分析+高级生物信息学分析。
6）项目验收要求：完成全部70例样本的单细胞V(D)J测序以及完整的分析结果。因采购人样本本身原因（如属C类高风险样本）导致数据不达预期的，双方协商处理；因供应商实验或测序原因导致QC不合格的，供应商应免费补测或重做，直至达到约定质控标准。
7）售后服务：基于本项目实际需求，每月至少开展一次线上或上门当面讨论汇报项目进展及数据情况；安排专门的技术和运营人员，建立线上沟通渠道，随时解决即时的问题解答和排查。
交付期限：样本上机后一月内；
交付形式：提供原始数据，质控报告，结题报告，结果文件等；数据交付根据采购人需求提供硬盘、ftp或云传输等多种途径交付形式。
