附件1：
	包号
	项目名称
	采购需求
	预算单价
（元）

	1
	长链非编码RNA_PEG3-AS1通过吸附miR-29a-3p影响骨肉瘤细胞自噬及化疗耐药的调控机制—动物实验
	内容明细：
1.比较各组肿瘤体积大小的改变（根据公式计算肿瘤体积（V）：V = 长度×（宽度）2 /2）测量并记录肿瘤体积

2.Annexin V- FITC/ PI 双染色法检测对细胞凋亡

3.HE染色

4.WB检测LC3BⅡ、P62、beclin1。
5.透射显微镜观察自噬
周期：1个月内全部完成。

具体内容：
1.构建U2-OS小鼠皮下成瘤模型，进行肿瘤病理检测及LC3BⅡ、P62、beclin1等分子和病理检测


2.构建U2-OS/CDDP抗性细胞小鼠皮下成瘤模型及CDDP药物治疗，进行肿瘤病理检测及LC3BⅡ、P62、beclin1等分子和病理检测


3.构建（U2-OS/CDDP抗性细胞）+慢病毒shRNA NC对照组抗性细胞小鼠皮下成瘤模型及CDDP药物治疗，进行肿瘤病理检测及LC3BⅡ、P62、beclin1等分子和病理检测


4.构建（U2-OS/CDDP抗性细胞）+慢病毒RAC1 敲除抗性细胞小鼠皮下成瘤模型及CDDP药物治疗，进行肿瘤病理检测及LC3BⅡ、P62、beclin1等分子和病理检测


5.构建（U2-OS/CDDP抗性细胞）+慢病毒 ANXA2 敲除抗性细胞小鼠皮下成瘤模型及CDDP药物治疗，进行肿瘤病理检测及LC3BⅡ、P62、beclin1等分子和病理检测


 验收标准：
所有实验流程具有完整的实验记录，检测结果包含分析数据和原始数据。

原始数据交付标准例如：

WB：整张膜、条带清晰真实，内参整张膜、条带清晰整齐；

qRT-PCR:下机数据、统计数据（柱状图）、组图（SCI发表标准）；

CCK8：下机数据、统计数据（折线图或柱状图）、组图（SCI发表标准）；

Annexin V- FITC/ PI 双染色法检测：不同倍数原始图片、统计数据（柱状图）、组图（SCI发表标准）；

透射显微镜：原始数据及组图。                  
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	2
	长链非编码RNA_PEG3-AS1通过吸附miR-29a-3p影响骨肉瘤细胞自噬及化疗耐药的调控机制—自噬机制检测
	内容明细：
1.WB检测ANXA2、Rac1表达水平。
2.qRT-PCR 检测mRNA表达水平。
3. CCK-8检测各组细胞的增殖能力。

4.划痕实验检测各组细胞迁移能力。

5. Transwell实验检测各组细胞侵袭能力。

6.流式细胞术检测细胞凋亡。

7. WB检测 Beclin1、LC3BⅡ、OPN、 SP7和Runx2表达水平。
8.电子显微镜（TEM）下拍照。

周期：1个月内全部完成。

具体内容：
1.构建① SAOS-2组；②SAOS-2+3-MA（抑制）组； ③SAOS-2/CDDP组；④SAOS-2/CDDP+Rapamycin（诱导）组细胞，检测细胞活性及相关分子的表达水平，检测自噬标志物、成骨分化标志物，迁移能力和侵袭能力变化

2.构建① U2-OS组；②U2-OS+3-MA（抑制）组； ③U2-OS/CDDP组；④U2-OS/CDDP+Rapamycin（诱导）组细胞，检测细胞活性及相关分子的表达水平检测自噬标志物、成骨分化标志物，迁移能力和侵袭能力变化

3.构建① SAOS-2组；② SAOS-2/CDDP+sh-NC组； ③SAOS-2/CDDP+sh-Rac1组；④SAOS-2/CDDP+sh-ANXA2组。检测ANXA2和Rac1负调控自噬及成骨分化机制

4.构建① U2-OS组；② U2-OS/CDDP+sh-NC组； ③U2-OS/CDDP+sh-Rac1组；④U2-OS/CDDP+sh-ANXA2组。检测ANXA2和Rac1负调控自噬及成骨分化机制

5.电子显微镜观测及拍照。
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	3
	黑升麻调节肝细胞癌泛凋亡水平的分子机制研究
	内容明细：

1.基于肝细胞癌的转录组分析确定肝细胞癌中与泛凋亡相关的关键分子及信号通路从GEO和TCGA数据库下载肝细胞癌转录组数据，对数据进行差异分析，KEGG/GO分析，构建PPI网络，鉴定hubgenes。实验周期1周。

2.基于网络药理学分析黑升麻抗肝细胞癌的潜力及潜在位点

从药物数据库筛选黑升麻潜在的靶点，与转录组数据进行联合分析。实验周期1周。

3.细胞水平验证黑升麻对肝细胞癌的抑制作用

3.1 流式细胞术检测细胞凋亡水平

按照实验要求，设置空白对照组，黑升麻组。其中黑升麻组设置不同浓度梯度（1，2，4，8，16 mM）处理24h，每组进行3次独立重复实验，3次技术重复。实验周期1周。

3.2 CCK8检测细胞增殖活力

按照实验要求，设置空白对照组，黑升麻组。其中黑升麻组设置不同浓度梯度（1，2，4，8，16 mM）处理24h，每组进行3次独立重复实验，3次技术重复。实验周期1周。

3.3 Transwell实验检测细胞侵袭能力

按照实验要求，设置空白对照组，黑升麻组。其中黑升麻组设置不同浓度梯度（1，2，4，8，16 mM）处理24h，每组进行3次独立重复实验，3次技术重复。实验周期1周。

3.4 细胞划痕实验检测细胞迁移能力

按照实验要求，设置空白对照组，黑升麻组。其中黑升麻组设置不同浓度梯度（1，2，4，8，16 mM）处理24h，每组进行3次独立重复实验，3次技术重复。实验周期1周。

4 细胞水平验证黑升麻抑制肝细胞癌的分子机理

4.1 蛋白质免疫印迹检测泛凋亡相关分子如Caspase8、Caspase1的蛋白表达水平

按照实验要求，设置空白对照组，黑升麻组。其中黑升麻组设置不同浓度梯度（1，2，4，8，16 mM）处理24h，每组进行3次独立重复实验，3次技术重复。实验周期3周。

4.2 实时荧光定量PCR（q RT-PCR）检测泛凋亡相关分子如Caspase8、Caspase1的mRNA表达水平；q RT-PCR检测网络药理学筛选到的top5潜在靶点

按照实验要求，设置空白对照组，黑升麻组。其中黑升麻组设置不同浓度梯度（1，2，4，8，16 mM）处理24h，每组进行3次独立重复实验，3次技术重复。实验周期2周。

在肝细胞癌中转染关键分子的过表达/沉默载体

根据网络药理学结果和实验验证结果，筛选一个基因构建慢病毒载体，完成慢病毒的感染，滴度测试；使用WB或免疫荧光验证载体效果。实验周期2周。

检测分子干预后细胞的凋亡、增殖活力、侵袭能力、迁移能力等

按照实验要求，设置空白对照组，黑升麻组，黑升麻+转染组，每组进行3次独立重复实验，3次技术重复。实验周期2周。

使用q RT-PCR和WB检测分子干预后细胞中泛凋亡相关分子的蛋白和mRNA的表达水平

按照实验要求，设置空白对照组，黑升麻组，黑升麻+转染组，每组进行3次独立重复实验，3次技术重复。实验周期2周。
周期：5个月

验收标准：

1.蛋白质免疫印迹实验结果交付不同显影时间的、带边界的原始图片、分析结果及量化图

2.流失细胞术交付原始FCS文件、分析结果及量化图

3.细胞划痕、Transell实验交付不同拍摄倍数的原始图片及量化图

4. q RT-PCR、CCK8等实验交付原始数据、分析结果及量化图
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	4
	MBOAT2//ER/MUFA在肾纤维化中作用机制的研究
	内容明细：
1.在细胞水平：
检测GSH/GPX4/SLCTA11通路中蛋白在肾细胞纤维化模型中表达及铁死亡关键蛋白表达情况
检测NAD（P）H/FSP1/COQ10通路中蛋白在肾细胞纤维化模型中表达及铁死亡关键蛋白表达情况
检测DHODH/COQH2通路中蛋白在肾细胞纤维化模型中表达及铁死亡关键蛋白表达情况
检测MBOAT2/ER/MUFA通路中蛋白在肾细胞纤维化模型中表达及铁死亡关键蛋白表达情况，并检测磷脂表达情况
分别敲减上述通路中关键蛋白，再次检测MBOAT2/ER/MUFA通路中蛋白在肾细胞纤维化模型中表达及铁死亡关键蛋白表达情况
2 在动物模型水平

在肾衰竭大鼠中检测GSH/GPX4/SLCTA11通路中蛋白在肾细胞纤维化模型中表达及铁死亡关键蛋白表达情况

在肾衰竭大鼠中检测NAD（P）H/FSP1/COQ10通路中蛋白在肾细胞纤维化模型中表达及铁死亡关键蛋白表达情况
在肾衰竭大鼠中检测DHODH/COQH2通路中蛋白在肾细胞纤维化模型中表达及铁死亡关键蛋白表达情况
在肾衰竭大鼠中检测MBOAT2/ER/MUFA通路中蛋白在肾细胞纤维化模型中表达及铁死亡关键蛋白表达情况，并检测磷脂表达情况
每组大鼠检测检测血清总蛋白、白蛋白、血尿素氮、肌酐、甘油三酯和血清总胆固醇分泌情况，根据肾脏病理切片HE 染色检测肾小球硬化指数和肾小管间质纤维化指数来判断肾纤维化程度，
3.在临床肾衰竭患者： 
采用血糖仪检测患者血液中随机血糖；血液生化检测法检测血清总蛋白、白蛋白、血尿 
素氮、肌酐、甘油三酯和血清总胆固醇、铁调素分泌情况，根据肾脏病理切片 HE 染色检测肾小球硬 化指数和肾小管间质纤维化指数来判断肾纤维化程度，荧光定量 PCR及WB检测MBOAT2/ER/MUFA的表达情况
周期：6个月

验收标准：

1.原始数据，结题报告

2.结果图、数据表格及解释

3.售后响应保证，实验内容咨询等

4.实验步骤流程需符合符合标准

5.对于技术操作导致的问题需无条件重新安排实验；扩增曲线图；溶解曲线图；引物信息；对应数据分析及作图（SCI标准要求）。
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