模拟失重溃疡性结肠炎大鼠模型构建及相关检测的目标服务需求
一、服务内容
本次院外合作聚焦本项目中“模拟失重溃疡性结肠炎大鼠模型构建”及相关样本制备与交付；同时根据甲方后续分子检测需要，乙方协助完成mRNA检测引物及甲基化检测引物设计。
	服务模块
	具体内容

	1. 研究对象
	SPF级雄性SD大鼠，体重约280 g；暂按4组设置，每组15只：正常重力组（NG）、模拟失重组（SMG）、正常重力溃疡性结肠炎组（NG-UC）、模拟失重溃疡性结肠炎组（SMG-UC）。

	2. 模拟失重模型
	采用大鼠尾悬吊/后肢卸载模型模拟微重力效应。尾悬吊期间保证大鼠后肢处于空载状态，可自由进食、饮水，并每日记录体重、饮食、精神状态、尾部固定状态及异常情况。

	3. 溃疡性结肠炎诱导
	在模型基础上，采用3%DSS自由饮水诱导溃疡性结肠炎模型。参考技术路线：尾悬吊7 d后，给予3%DSS诱导7 d，并在诱导期间继续尾悬吊；具体周期可根据伦理批件、预实验结果及甲方确认方案微调。

	4. 损伤表型记录
	进行DAI评分并记录体重下降、粪便性状和便血/隐血情况；可同步记录结肠长度、肉眼形态、建模过程照片等。乙方仅提供观察记录和原始表格，后续统计分析由甲方完成。

	5. 组织形态学样本提供
	乙方按甲方要求采集结肠/肠组织样本，并按约定方式交付甲方。固定、脱水、包埋、切片、HE染色、显微图像采集及病理/组织学评分由甲方自行完成。

	6. 炎症因子检测样本提供
	乙方采集结肠黏膜或肠黏膜组织样本，用于甲方后续自行检测IL-6、TNF-α表达水平。乙方负责样本编号、称重/记录、分装、低温保存及交付，不负责ELISA检测、标准曲线、浓度计算及检测报告。

	7. 肠道通透性检测样本提供
	乙方采集实验大鼠外周血，用于甲方后续自行检测内毒素（ET）水平。乙方负责血样采集、编号、低温保存及交付，不负责ET检测及检测报告。

	8. 分子检测引物设计
	乙方协助设计mRNA检测引物和甲基化检测引物。建议mRNA目标基因包括MLCK、DNMT1、DNMT3A、DNMT3B及内参基因；甲基化检测目标基因包括MLCK、CDKN2A、MLH1、APC及必要内参/质控序列。乙方需提供引物设计表和特异性验证记录。






	建设模块类别
	具体细分服务
	单位
	数量
	金额（元）

	分子检测与验 证
	多器官组织高 效率均匀匀浆 及  Total  RNA 抽提并前置质 控
	样本
	240
	

	分子检测与验 证
	组织基因组
DNA  (gDNA) 提取、转化与 前置质控
	样本
	240
	

	引物工程与合 成
	mRNA  qPCR   及 表观遗传学 引物深度设计  合成
	对
	14x2
	

	探针设计与合 成
	MethyLight   法 检测基因启动 子区甲基化
	对
	5x2
	

	实时定量扩增
	RNA 高效逆转 录与实时荧光 qPCR 检测运行 (含三重孔)
	样本
	300
	

	甲基化扩增与 分析
	甲基化特异性 PCR 扩增与琼 脂糖凝胶多道 电泳显色
	样本
	300
	

	高级数据分析
	相对表达量计 算、灰度扫描 映射与学术总 报告编制
	案
	1
	



二、资质与技术要求
[bookmark: _GoBack]1. 资格要求：乙方具备有效的营业执照并提供承诺函，内容为公司承诺自己具有完成服务的能力，并加盖公司公章。
2. 乙方应熟悉SD大鼠尾悬吊/后肢卸载模型及DSS诱导溃疡性结肠炎模型，能够建立稳定、可追溯的模型构建SOP，并在实施前与甲方确认动物分组、样本量、观察指标、处死取材时间点及异常情况处理原则。
3. 乙方应具备稳定开展SD大鼠尾悬吊/后肢卸载模型、DSS诱导溃疡性结肠炎模型及规范取材的能力；能够按甲方要求提供结肠/肠组织、结肠黏膜/肠黏膜组织及血清/血浆样本，并保留完整的样本编号、取材部位、保存条件和交接记录。
4. 模型构建期间应开展每日观察和记录，包括体重、饮水量、进食量、粪便性状、隐血/便血、活动状态、尾部固定情况、尾部皮肤损伤及脱尾风险等。出现死亡、严重应激、尾部坏死、体重下降过快等异常情况时，乙方应立即通知甲方并按伦理批件和动物福利要求处置。
5. DSS诱导期间应记录DSS来源、分子量范围、批号、浓度、配制时间、更换频率及每笼/每只饮水情况。若实际诱导效果与预期差异较大，乙方应及时与甲方沟通是否调整诱导周期或进行补充观察。
6. 乙方应按甲方要求采集用于组织形态学观察的结肠/肠组织样本和编号。除双方另有约定外，固定、脱水、包埋、切片、HE染色、显微图像采集及病理/组织学评分由甲方自行完成。
7. 乙方应按甲方要求采集用于IL-6、TNF-α及ET检测的样本，其中IL-6、TNF-α检测样本为结肠黏膜/肠黏膜组织，ET检测样本为实验大鼠外周血分离所得血清或血浆。乙方仅负责样本采集、编号、分装、保存和交付，不负责ELISA检测、标准曲线建立、浓度计算及检测报告出具。
8. 乙方应协助完成分子检测相关引物设计，至少包括mRNA检测引物和甲基化检测引物。引物设计应提供目标基因、参考序列/转录本编号、引物序列、扩增片段长度、Tm值、GC含量、设计区域、特异性验证记录及必要的设计说明。
三、人员要求
1. 乙方项目团队应至少具备qPCR/甲基化检测引物设计经验的分子生物学技术人员。具有动物实验、炎症性肠病模型或相关科研服务经验。
2. 从事实验动物操作的人员应接受实验动物上岗培训，熟悉尾悬吊模型、DSS诱导模型、动物福利终点及样本采集规范。
3. 样本处理人员应熟悉肠组织取材、黏膜刮取、血液采集、样本分装、低温保存和冷链交付要求；分子生物学技术人员应具备mRNA qPCR引物及亚硫酸氢盐转化后甲基化检测引物设计经验。
4. 乙方应实施“双人复核+关键步骤质控点记录”制度，对动物分组、样本编号、取材部位、取材时间、样本保存、交接清单及引物设计结果等关键环节进行复核。
四、服务要求
	项目
	要求

	1. 项目周期
	自双方签署协议并完成方案确认后启动。服务周期为4—6周：方案确认及动物准备约3—5个工作日，适应性饲养约3 d，尾悬吊及DSS诱导建模约14 d，样本采集、分装、交付及引物设计约5—7个工作日。具体进度以双方书面确认的实施计划为准。

	2. 样本与动物来源
	实验动物由乙方采购或由甲方指定来源，动物供应商、许可证号、动物等级、性别、体重范围和健康证明应随项目记录留存。样本交付类型包括结肠/肠组织、结肠黏膜/肠黏膜组织、外周血等。

	3. 技术服务进度
	乙方启动项目前应向甲方提交简要SOP和时间表；建模过程中每周至少反馈1次进展，出现动物死亡、建模异常、样本污染、样本不足或保存异常等情况应在24小时内反馈。

	4. 交付成果
	乙方应交付：动物采购及分组记录、建模过程记录、DAI评分原始表、结肠长度/肉眼形态记录、组织样本交接清单、黏膜组织样本清单、外周血样本清单、样本编号对应表、冷链/保存记录、mRNA和甲基化检测引物设计表、引物特异性验证记录、阶段性沟通记录及最终技术服务报告。

	5. 交付方式
	电子版数据、记录和引物设计表可通过甲方指定网盘、加密移动硬盘或双方认可的其他方式交付；结肠/肠组织、黏膜组织、外周血等实物样本按双方确认的条件进行新鲜交付、低温交付或干冰运输，并填写样本交接单。

	6. 验收程序
	甲方收到交付材料和样本后进行完整性和一致性核查。交付材料齐全、样本编号清晰、取材部位明确、保存条件符合约定、引物设计信息完整且无明显质量缺陷的，甲方可通过邮件或书面形式确认验收。若存在问题，乙方应在双方约定期限内补充说明或整改。

	7. 付款周期
	项目验收合格后，乙方按约定金额开具合法有效发票，甲方在收到发票后30个工作日内支付相应款项。具体金额、付款比例和账户信息以正式合同或报价单为准。

	8. 质控流程和记录
	乙方应对动物接收、编号、随机分组、尾悬吊固定、DSS配制、每日观察、取材、样本分装、样本保存、冷链交付、样本交接、引物设计和报告生成等环节设置质控点，全程保留电子或纸质记录，形成可追溯文档并随报告归档。




