附件
项目采购需求
一、比选项目内容
本次采购共1个项目，采购《当归补血汤调控枯否细胞糖酵解介导肝细胞组蛋白乳酸化促肝硬化残肝再生的作用机制》课题科研检测服务，预算金额10万元。
	项目号
	标的名称
	数量（项）
	预算金额（万元）

	1
	《当归补血汤调控枯否细胞糖酵解介导肝细胞组蛋白乳酸化促肝硬化残肝再生的作用机制》课题科研检测服务
	1
	10


二、技术要求
1.为系统阐明当归补血汤干预肝纤维化的物质基础与作用机制，可按以下思路开展研究：首先依托TCMSP数据库，筛选当归补血汤中符合口服生物利用度（OB）、类药性（DL）等药代动力学参数的单体分子，明确黄芪、当归中的潜在活性基础物质并形成初始物质清单；随后利用BioTransformer 3.0工具，模拟人体肝脏代谢、肠道菌群代谢等途径，预测筛选出的单体分子可能产生的氧化、还原、水解等反应代谢产物，以此完善活性物质研究范围；接着通过SwissTargetPrediction在线服务，结合DisGeNET、OMIM等疾病数据库，预测单体分子及代谢产物的潜在靶点并筛选出与肝纤维化相关的靶点，建立“物质-靶点”初步关联。同时，将分阶段症状数据与前期构建的当归补血汤“补气活血”功效症状图谱进行匹配，通过“症状-功效关联度评分”筛选高匹配度症状，为成分筛选提供症状导向依据；并从GEO、ArrayExpress等数据库获取肝纤维化单细胞转录组数据，经Seurat软件聚类、DESeq2差异分析后，梳理不同分期肝内肝星状细胞、肝细胞等关键细胞的基因表达差异，为“细胞-分子”关联分析奠定基础。在此基础上，整合物质-靶点、分阶段症状、单细胞转录组数据，构建“药物—症状—细胞—分子”多维关联图谱，清晰呈现各要素间的作用关系，最终以症状图谱的Z值（标准化得分）为核心导向，结合成分在当归补血汤中的实际含量（HPLC检测结果），筛选出与肝纤维化关键症状关联最强的核心活性成分群（HF-CAI），并构建肝纤维化类器官用于单体药物的药效验证工作。

2.项目清单
	项目名称
	类型
	单位
	数量
	单价限价

	搭建完整人类蛋白质相互作用网络
	通过系统整合已知的蛋白质相互作用数据库并进行数据质量控制，搭建完整的人类蛋白质网络
	项
	1
	4000

	网络分离度(network separation)
	[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK6]除直接的平均网络距离（即节点集A、B之间的节点平均距离)外，还可以用网络分离度描述节点间的距离。
	项
	1
	4000

	网络邻近度Network proximity）
	[bookmark: OLE_LINK8]描述药物/中药或化合物的靶标集𝑇和症状关联蛋白集S之间邻近程度的网络指标
	项
	1
	4000

	单体分子筛选
	批量检索当归补血汤的化学成分，筛选出具有潜在活性的单体分子，形成《单体分子初筛清单》，完成 “初始物质池” 构建。

	项
	1
	4000

	代谢产物预测
	将初筛后的单体分子结构导入 BioTransformer3.0 工具，选择 “人体肝脏代谢”“肠道菌群代谢” 等核心代谢途径，设置代谢反应规则（如氧化、还原、水解），批量预测各单体的代谢产物，输出代谢产物结构、生成路径及相对丰度，完善 “活性物质池”

	项
	1
	4000

	[bookmark: OLE_LINK7]潜在靶点预测
	将单体分子及代谢产物的 SMILES 结构上传至 SwissTargetPrediction 在线平台，设定物种为 “人类”，获取各物质对应的潜在靶点（如蛋白、酶、受体）；同时结合 DisGeNET、OMIM 等疾病数据库，筛选出与肝纤维化直接相关的靶点，建立 “物质 - 靶点 - 疾病” 关联表，形成《活性物质潜在靶点数据集》
	项
	1
	5000

	单细胞测序
	通过差异表达分析（DESeq2）筛选各细胞类群在肝纤维化进程中的差异表达基因；结合 GO 功能注释、KEGG 通路富集分析，明确不同细胞类群的功能变化及核心调控通路，整理成《肝纤维化单细胞转录组图谱证据集
	例
	3
	12000

	肝纤维化类器官构建
	用于做单体药物靶点验证
	例
	3
	13000


3.服务要求
	项目名称
	技术要求

	搭建完整人类蛋白质相互作用网络
	投标人通过系统整合已知的蛋白质相互作用数据库并进行数据质量控制，搭建完整的人类蛋白质网络

	网络分离度(network separation)
	除直接的平均网络距离（即节点集A、B之间的节点平均距离)外，还可以用网络分离度描述节点间的距离。

	网络邻近度（Network proximity）
	通过数据集描述药物/中药或化合物的靶标集𝑇和症状关联蛋白集S之间邻近程度的网络指标

	单体分子筛选
	利用BioTransformer 3.0工具，模拟人体肝脏代谢、肠道菌群代谢等途径，预测筛选出的单体分子可能产生的氧化、还原、水解等反应代谢产物，以此完善活性物质研究范围

	[bookmark: _GoBack]代谢产物预测
	依托TCMSP数据库，筛选当归补血汤中符合口服生物利用度（OB）、类药性（DL）等药代动力学参数的单体分子，明确黄芪、当归中的潜在活性基础物质并形成初始物质清单

	潜在靶点预测
	将单体分子及代谢产物的 SMILES 结构上传至 SwissTargetPrediction 在线平台，设定物种为 “人类”，获取各物质对应的潜在靶点（如蛋白、酶、受体）；同时结合 DisGeNET、OMIM 等疾病数据库，筛选出与肝纤维化直接相关的靶点，建立 “物质 - 靶点 - 疾病” 关联表，形成《活性物质潜在靶点数据集》

	单细胞测序
	投标公司需要满足以下BD 技术平台即 BD Rhapsody 系列单细胞分析平台，其技术参数：
细胞捕获技术：基于微孔板的自然沉降技术，利用 Cytoseq 蜂窝板，微孔数量达 20 万 +，细胞落入微孔后，铺上过量磁珠，形成 “磁珠 - 细胞 - 反应试剂” 体系。
捕获效率bdbiosciences.com：部分细胞类型可达 80%。
多细胞比率：捕获 1K 个细胞时多细胞比率约为 0.2%，捕获 10K 个细胞时多细胞比率约为 2.4%。
检测通量bdbiosciences.com：BD Rhapsody™ HT Xpress 每个微孔板可捕获超过 320,000 个细胞，每个样本通道可上样 100-440,000 个细胞，配套的微孔板有 8 个样本通道，叠加样本标签，一块微孔板最多可同时上样 192 个样本。
基因检测范围：可进行靶向转录组检测，也可定制特定基因组合，同时能进行全转录组检测。
分子标签：细胞标签有 88 万个序列标签，基因标签有 750 万个基因标签。
蛋白检测能力：可通过 AbSeq 抗体进行单细胞表面蛋白检测，目前可提供的检测抗体已达≥100 余种，至少可同时检测＞40 种蛋白质。
样本要求：细胞直径＜40μm，细胞活性＞60%，细胞总量＞20 万；新鲜样品碎冰运输，冻存样品干冰运输。
数据保存：完整 cDNA 可在磁珠微球结构中 4℃保存长达 16 周。

	肝纤维化类器官构建
	1、细胞来源要求
主要功能细胞：需使用原代肝细胞或多能干细胞（如 iPSC、ESC）诱导分化的肝细胞，细胞活率需≥90%，且表达白蛋白（ALB）、细胞色素 P450 酶等肝细胞特异性标志物。
纤维化相关细胞：需引入肝星状细胞（HSC）、肝窦内皮细胞（LSEC）及枯否细胞（KCs），其中 HSC 需具备活化潜能，可通过表达 α- 平滑肌肌动蛋白（α-SMA）验证。

2、培养体系要求
基础培养基：常用 William's E 培养基或 DMEM/F12 培养基，需添加 10%-15% 胎牛血清（FBS，需筛选无内毒素批次）或无血清替代物（如 B27、N2）。
关键细胞因子：需添加肝细胞生长因子（HGF）、表皮生长因子（EGF）维持肝细胞功能；添加转化生长因子 -β1（TGF-β1）、血小板衍生生长因子（PDGF）诱导 HSC 活化，触发纤维化。
支架材料：需使用三维支架模拟细胞外基质（ECM），常用 Matrigel 基质胶、胶原蛋白 I 型或合成水凝胶，支架孔径需控制在 50-200μm，保证细胞浸润与营养交换。

3、实验操作要求
无菌环境：所有操作需在生物安全柜内进行，培养基、试剂及耗材需提前灭菌或无菌处理，避免细菌、真菌或支原体污染。
细胞接种：采用悬浮培养或支架包埋法接种，细胞密度需优化（通常为 1×10⁵-5×10⁵个 /mL），确保细胞均匀分布并形成类器官球体（直径控制在 100-300μm）。
培养条件：需在 37℃、5% CO₂的恒温培养箱中培养，每 2-3 天更换一次培养基，根据类器官生长状态调整培养时间（通常为 7-14 天）。

4、鉴定与质控要求
形态学鉴定：通过光学显微镜观察类器官球体完整性，纤维化诱导后需出现细胞外基质沉积的致密结构，可通过苏木精 - 伊红（HE）染色观察组织学形态。
功能鉴定：检测肝细胞功能，包括白蛋白分泌量（需≥5μg/10⁶细胞 / 24h）、尿素合成能力及 CYP450 酶活性，确保类器官具备正常肝脏代谢功能。
纤维化表型鉴定：通过免疫荧光染色检测 α-SMA（HSC 活化标志物）、胶原 I/III（细胞外基质成分）的表达；通过实时荧光定量 PCR（qPCR）检测 TGF-β1、COL1A1 等纤维化相关基因的表达上调情况。


★4.在项目实施过程中要保证相关技术文档的完整性，并根据采购人要求进行严格实施项目的各个部分、阶段编写相关的技术文档，包括但不限于项目实施方案、技术设计书、元数据表、数据质量检查与评价报告、项目工作总结报告、项目技术总结报告（电子版、纸质版各一套）。
★三、商务要求
1.服务期限：自合同签订之日起30日内完成。
2.付款方式：合同签订后，按医院付款流程支付。
3.服务地点：成都市中西医结合医院南区。
4.验收要求：按照相关法律法规的要求进行履约验收。
注：本章中标注“★”的条款为实质性要求，未响应或不满足，按无效响应处理。
