15例样本的空间转录组检测项目技术要求
1、基本要求
1.1质控要求
1.1.1对提供的样品进行质检：要求组织块大小长×宽×高（厚度）为6.5mm×6.5mm×10mm；组织提取的RNA质量完整，无降解，RIN值>7.0；冰冻切片 H&E 染色，要求组织形态学信息完整；切片厚度控制在10-20μm；
1.1.2对样品进行组织优化，确定样本的最佳通透化时间，以保证组织样本内RNA的释放，供应商需具备各类型脑组织的组织优化经验。
1.2平台要求：
1.2.1供应商应提供10X Visium测序平台方案，采用10X Visium的空间建库仪器及原装配套试剂进行空间转录组文库的构建。
#1.2.2测序平台二代高通量测序Illumina平台，测序读长 PE150。
1. 3测序质量标准：
完成15例样本测序，具体质控要求如下：
#1.3.1测序质量: Q20≥95%，Q30≥90%,碱基类型分布均匀，无GC分离。
#1.3.2测序数据量：平均样本数据量≥100G raw Data。
1.4信息分析：

供应商需提供SPACE Ranger 和 Seurat 两套软件分析内容标准信息分析内容，包括以下标准信息分析内容：
1.4.1测序数据质控；

1.4.2数据比对和基因表达定量（spatial barcode 统计）；

1.4.3聚类分析（归一化，筛选高变基因，PCA，分类）；

1.4.4差异基因分析，获得不同cluster中的差异基因；

1.4.5差异基因功能富集，包括GO和KEGG；Reactome（人和鼠）；

1.4.6空间差异基因分析（空间分布富集基因）；
供应商需具备但不限于以下个性化信息分析内容，包括：
1.4.7空间转录组与单细胞转录组联合分析

1.4.8适用于匹配的单细胞空间组学数据，利用 Seurat 的寻找最近邻(WNN)的分析方法，探索空间 spot 含有的细胞类型的成分比例。
 1.4.9对注释好的单细胞数据提取主要表达特征，对空间转录组数据进行反卷积，获得空间转录组的细胞类型占比。 
1.4.10分析细胞类型之间的距离关系，探索细胞类型之间的互作效应。
1.4.11对空间数据的注释，可以进行空间临近通讯 NMF、空间基因“开关”等分析.
1.4.12承诺个性化分析协助至文章发表；
2、样品质控与测序
（1）供应商负责对收到的样品进行质控，并将质控信息提供给本所。
（2）本所可根据质控信息，指定需要测序的样品，供应商须在本所确认实验开始之日起20个工作日内完成测序及数据分析工作，并提供原始数据相关的质控信息。
3、数据接收与确认
（1）供应商交付所有样本测序数据及数据分析结果; 以上文件通过云交付或者硬盘拷贝交付。
（2）数据验收：由供应商的项目专员对接，在项目交付日，供应商项目负责人对项目产出数据、分析结果综合进行汇报，沟通确认，并于此日后1个月内提出异议，若无异议、需求视为验收合格。
4、质量保证
（1）供应商提供的测序及数据分析服务，以技术参数中的要求为准，超出正常标准范围的，由供应商承担相关服务成本，不再收取其他费用。
（2）不符合技术参数要求的样品，供应商须对其提供免费的加测或重测服务，并保证达到技术参数要求。
（3）供应商实施的服务期限长于招标文件规定时， 出现任何质量问题（人为破坏或自然灾害等不可抗力除外），由供应商负责全免费（免全部工时费、材料费、管理费、财务费等等）提供服务。
5、检测数据分析
（1）供应商须为检测数据提供流行病学分析，包括检测样本的临床数据清洗和标准化和相关流行病学分析。
（2）供应商须为检测数据提供生物信息学分析及相关统计学分析，包括检测样品的基因数据清洗和质控、基于易感基因的风险预测模型构建等。
6、售后服务
（1）如检测样品仍有剩余，供应商须按照本所要求进行返样。
（2）供应商可根据本所需要，提供所有实验记录的电子版以供查验。
（3）数据交付后，供应商应保存每批数据分析结束后交付之日起12个月，必要情况下，可重新交付原始数据。
（4）质保期内出现任何质量问题（人为破坏或自然灾害等不可抗力除外），由供应商负责全免费（免全部工时费、材料费、管理费、财务费等等）提供服务。服务期满后，供应商应及时优惠提供所需的相关服务。
7、其他要求及说明
（1）样品寄送：本所按照供应商要求，将待检测样品寄送至供应商指定地点。如剩余样品需要返样，则有供应商将样品寄送至本所指定地点。
（2）数据交付方式和地点：网络或硬盘交付至本所指定方式和地点。
