
汕头大学海洋所108个海豚细胞样本转录组测序服务采购项目招标书
（招标编号：STU-FWZB-2018-029）
汕头大学理学院海洋所因科研需要，为了解持久性有机污染物对鲸豚类动物基因组转录水平的影响，需采购108个海豚细胞样本转录组测序服务。现对本服务项目进行公开招标，有关招标要求如下：
一、合格投标人资格要求：
1、投标人必须是具有独立承担民事责任能力的在中华人民共和国境内注册的法人，且已在招标公告规定时间内向招投标中心报名登记成功。
2、投标人必须有高通量测序和生物信息分析的技术服务质量管理体系认证证书。
3、投标人必须具有大型测序仪硬件配置，拥有二代，三代，四代测序仪。（需提供证明材料或开具承诺证明）
4、投标人必须有云平台技术服务资质证明。
5、本项目不接受联合体投标。
二、项目背景及服务内容
2.1项目背景：因科研需要，汕头大学理学院，需采购108个海豚细胞样本转录组测序服务。本服务可利用Illumina或BGIse500测序技术平台，构建转录组文库进行建库测序，并获得测序数据。为在转录组水平上筛选持久性有机污染物—多溴联苯醚的生物标志物，以及对鲸豚中筛选和鉴定其关键作用的基因，解析多溴联苯醚对鲸豚类动物毒性作用的分子机制提供参考。为保证各个样本测序的准确性和稳定性，同时保证对测序数据的专业分析，现需委托有研究基础的服务商完成。 
2.2服务内容：
对所提供的细胞样本（添加Trizol）进行提取和检测，并提交样品质量检测报告。
2、样品检测合格后，进行转录组测序分析，分析结果具体包括以下几个方面内容：
（1）测序数据及其质量控制

给出碱基质量值和碱基分布含量，其大部分碱基质量打分能达到或超过Q30。Raw Data以FASTQ格式提供，每个测序样品的Raw Data包括两个FASTQ文件，分别包含所有cDNA片段两端测定的Reads。经过一系列的质量控制之后得到的高质量Clean Data。
（2）与参考基因组比对分析
将Clean Reads与参考基因组进行序列比对，获取在参考基因组或基因上的位置信息，以及测序样品特有的序列特征信息。分别将Reads比对到已知转录组上；将未比对上的Reads整条比对到参考基因组上；将未比对上的Reads分段比对到参考基因组上。

给出样品测序数据与所选参考基因组的序列比对结果；将比对到不同染色体上的Reads进行位置分布统计，绘制Mapped Reads在所选参考基因组上的覆盖深度分布图；统计Mapped Reads在指定的参考基因组不同区域（外显子、内含子和基因间区）的数目，绘制基因组不同区域上各样品Mapped Reads的分布图；提供转录组测序Reads与参考基因组序列比对结果文件、物种参考基因组序列和注释文件。
（3）转录文库质量评估
为确保文库的质量，从以下3个不同角度对转录组测序文库进行质量评估：
通过检验插入片段在基因上的分布，评估mRNA片段化的随机性、mRNA的降解情况
通过插入片段的长度分布，评估插入片段长度的离散程度
转录组测序数据饱和度检验
（4）基因结构分析
SNP/InDel分析

基于各样品reads与参考基因组序列的TopHat2比对结果，识别测序样品与参考基因组间的单碱基错配，识别潜在的SNP位点。进而可以分析这些SNP位点是否影响了基因的表达水平或者蛋白产物的种类。InDel变异同样反映了样品与参考基因组之间的差异，并且编码区的InDel会引起移码突变，导致基因功能上的变化。

对各样品筛选出的SNP位点数目、转换类型比例、颠换类型比例以及杂合型SNP位点比例进行统计。将每个基因的SNP位点数目除以基因的长度，得到每个基因的SNP位点密度值，统计所有基因的SNP位点密度值并做密度分布图。采用SNPEff分别对SNP，InDel注释。
可变剪接事件预测
基因转录生成的前体mRNA（pre-mRNA），有多种剪接方式，选择不同的外显子，产生不同的成熟mRNA，从而翻译为不同的蛋白质，构成生物性状的多样性。这种转录后的mRNA加工过程称为可变剪接或选择性剪接（Alternative splicing）。
对tophat的比对结果进行拼接，将拼接结果与初始注释结果比较分析，通过软件获取每个样品存在的可变剪接类型及相应表达量。
基因结构优化分析
由于使用的软件或数据本身的局限性，导致所选参考基因组的注释往往不够精确，这样就有必要对原有注释的基因结构进行优化。如果在原有基因边界之外的区域有连续的Mapped Reads支持，将基因的非翻译区（Untranslated Region，UTR）向上下游延伸，修正基因的边界。

新基因分析
基于所选参考基因组序列，对Mapped Reads进行拼接，并与原有的基因组注释信息进行比较，寻找原来未被注释的转录区，发掘该物种的新转录本和新基因，从而补充和完善原有的基因组注释信息，并提供以FASTA格式存储的新基因序列。
将发掘的新基因与NR，Swiss-Prot，GO，COG，KOG，Pfam，KEGG数据库进行序列比对，得到新基因的KEGG Orthology结果，预测完新基因的氨基酸序列之后与Pfam数据库比对，获得新基因的注释信息。
（5）重复相关性检测（有生物学重复）
（6）基因表达量分析
转录组测序可以模拟成一个随机抽样的过程，即从一个样品转录组的任意一段核酸序列上独立地随机抽取序列片段。抽取自某一基因（或转录本）的片段数目服从负二项分布。基于该数学模型，通过Mapped Reads在基因上的位置信息，对转录本和基因的表达水平进行定量。

样品基因表达量总体分布通过各样品FPKM密度分布对比图和FPKM箱线图呈现。
（7）差异表达分析（两个或以上样品）
差异表达基因筛选（两个或以上样品）
对于有生物学重复的样本进行样品组间的差异表达分析，获得两个生物学条件之间的差异表达基因集。在差异表达基因检测过程中，将Fold Change≥2且FDR<0.01作为筛选标准。差异倍数表示两样品（组）间表达量的比值。错误发现率是通过对差异显著性p值（p-value）进行校正得到的。由于转录组测序的差异表达分析是对大量的基因表达值进行独立的统计假设检验，会存在假阳性问题，因此在进行差异表达分析过程中，采用了公认的Benjamini-Hochberg校正方法对原有假设检验得到的显著性p值（p-value）进行校正，并终采用FDR作为差异表达基因筛选的关键指标。
绘制火山图（Volcano Plot）查看基因在两个（组）样品中表达水平的差异，以及差异的统计学显著性；绘制MA图查看基因的两个（组）样品的表达水平和差异倍数的整体分布。
差异表达基因进行数目统计
差异表达基因聚类分析（两个或以上样品）
对筛选出的差异表达基因做层次聚类分析，将具有相同或相似表达模式的基因进行聚类。
（8）差异表达基因的功能注释及富集分析(两个或以上样品) 

基于基因在不同样品中的表达量，对识别到的差异表达基因进行功能注释。
差异表达基因GO功能富集
对样品组间差异表达基因和所有基因在GO各二级功能中进行注释，然后，对注释到GO数据库的样品组间差异表达基因进行富集分析，并对显著富集的节点在GO体系中的层级关系以有向无环图的形式进行直观展示。
差异表达基因COG分类
COG（Cluster of Orthologous Groups of proteins）数据库是基于细菌、藻类、真核生物的系统进化关系构建得到的，利用COG数据库对基因产物进行直系同源分类。

差异表达基因KEGG注释
在生物体内，不同的基因产物相互协调来行使生物学功能，对差异表达基因的Pathway注释分析有助于进一步解读基因的功能。KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）数据库是关于Pathway的主要公共数据库。
绘制差异表达基因的KEGG通路注释图，并对差异表达基因KEGG的注释结果按照KEGG中通路类型进行分类。
差异表达基因KEGG通路富集分析
分析差异表达基因在某一通路上是否发生显著差异（over-presentation）即为差异表达基因的通路富集分析。Pathway显著性富集分析以KEGG数据库中Pathway为单位，应用超几何检验，找出与整个基因组背景相比，在差异表达基因中显著性富集的Pathway。
（9）差异表达基因蛋白互作网络
STRING是收录多个物种预测的和实验验证的蛋白质-蛋白质互作的数据库，包括直接的物理互作和间接的功能相关。结合差异表达分析结果和数据库收录的互作关系对，构建差异表达基因互作网络。
对于数据库中包含的物种，可直接从数据库中提取出目标基因集的互作关系对构建互作网络；对于数据库中未收录信息的物种，使用BLAST软件，将目的基因与数据库中的蛋白质进行序列比对，寻找同源蛋白，根据同源蛋白的互作关系对构建互作网络。构建完成的蛋白质互作网络可导入Cytoscape软件进行可视化。
2.3服务内容的相关补充：
（1）在收到样品及《样品信息单》后开始样品提取和检测，样品检测合格后的一个月内完成样品制备、全部测序反应。
（2）完成 108 个样品转录组测序，平均每个样品产生 6 G clean data（单个样品数据量往下浮动小于5%），保证Q30达到85% 。
（3）由于本次样本数量多，不同处理组间比较分析较为复杂，项目要求可以提供测序后个性化分析云平台，为后续数据进行个性化分析，便于数据的深入挖掘。在后续数据挖掘过程中，所出现的问题能提供及时的反馈和服务。
三、付款方式： 

合同生效的10个工作日内，需方向服务供应商支付40%的合同款。
服务供应商按服务要求提交测序数据，并提供可进行生物信息分析的平台和账号后十个工作日内，需方向服务供应商支付40%的合同款。
需方在服务供应商指导下，完成所有样品的分析解读后十个工作日内，需方向服务供应商付清20%的合同款。
服务供应商在各阶段需提供相应金额的正规发票。
四、投标报价
1、投标报价应包含完成本项目检测服务费及税费等所有费用。
2、本项目最高限价：11.50万元，超过最高限价为无效标。
五、评标方法：满足招标文件全部实质性要求，且投标报价为有效最低价的投标人，为该项目中标候选人。
附件1：
投标报名函
致：汕头大学招投标中心
关于贵校汕头大学海洋所108个海豚细胞样本转录组测序服务采购项目（招标编号：STU-FWZB-2018-029）招标公告的投标邀请，我司愿意参与投标，并在规定时间内递交投标文件。
报名公司（盖章）：                 
公司地址：                           
联系人：                          
联系人手机号：                     
电子邮箱地址：
报名日期：              
附件2
法定代表人证明书
致：汕头大学招投标中心
         同志，现任我单位           职务，为法定代表人，特此证明。
签发日期：                     单位：            （盖章）
附：代表人性别：         年龄：           身份证号码：                
联系电话：                 
营业执照号码：                        经济性质：                  
主营（产）：                                                       
兼营（产）：                                                       
说明：1、法定代表人为企事业单位、国家机关、社会团体的主要行政负责人。
2、内容必须填写真实、清楚、涂改无效，不得转让、买卖。

附件3
法定代表人授权书
致：汕头大学招投标中心
                           （投标单位全称）法定代表人         （姓名）兹授权          （授权代表姓名）为授权代表，参加贵方组织的汕头大学海洋所108个海豚细胞样本转录组测序服务采购项目（招标编号：STU-FWZB-2018-029）招标活动。
             （授权代表姓名）以我单位的名义并代表我单位签署投标书和所有投标文件，全权处理招投标活动中的一切事宜，其在该项目招投标活动中的一切行为对我单位具有法律约束力。
有效期限：至         年     月     日 
投标单位名称（公章）：                           
法定代表人（签字或签章）：                              
日期：     年   月   日
授权代表（签字）：                    
日期：     年   月   日

说明：
法定代表人为投标人代表并亲自签署投标书的可不提交本表。

附件4

投标人企业营业执照或事业单位法人证书、税务登记证及组织机构代码证复印件（已办理三证合一或五证合一的投标人则只需提供营业执照）
附件5
投标人高通量测序和生物信息分析的技术服务质量管理体系认证证书。

附件6
投标人具备的硬件、软件方面的证明材料或承诺证明。

附件7
投标人云平台技术服务资质证明。

附件7
投标报价表
招标编号：STU-FWZB-2018-029 
项目名称：汕头大学海洋所108个海豚细胞样本转录组测序服务采购项目 
	名称
	投标报价

	汕头大学海洋所108个海豚细胞样本转录组测序服务采购项目
	大写：                   元

小写：                   元


投标人名称:（盖章）            
投标人代表签名：             
日期：                            
提示：请将法定代表人身份证复印件（正反面）粘贴在此处





提示：请将授权代表身份证复印件（正反面）粘贴在此处，并加盖公章。
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