附件1：采购需求  

	包号
	项目名称
	采购需求
	预算单价
（万元）

	1
	lncRNA 016350及相关mRNA基因调控骨质疏松发病的分子机制研究（动物实验）（二次）
	内容明细：

SPF级大鼠饲养、micro-CT及 HE染色鉴定骨质疏松模型的构建效果、注射对照外泌体与高/低表达lncRNA 016350、mRNA的外泌体，处死取血清及双侧股骨，分别测定骨组织形态、骨密度、股骨质量、股 骨及血清钙磷含量，骨小梁成骨细胞数目指标。收集骨髓间充质干细胞进行成骨分化能力鉴定。

周期：6个月。
验收标准要求：

提供实验详细操作步骤并水印相机记录相关照片备用，原始数据，分析结果，报告应提供对实验结果的合理解释，涉及关键实验步骤应详细记录并备注操作人员姓名及日期，如造模图片、收集大鼠骨髓间充质干细胞图片、micro-CT及 HE染色图片等。
	5

	2
	lncRNA 016350及相关mRNA基因调控骨质疏松发病的分子机制研究（细胞分子实验）（二次）
	内容明细：

1.血浆外泌体提取后nanosight 和透射电镜检测，确定外泌体粒径大小及形态。提取外泌体蛋白质，检测外泌体标志蛋白CD9、CD63、CD81及内参蛋白ACTB，外泌体RNA提取，鉴定OP患者与正常志愿者血浆外泌体源lncRNA016350表达差异；

2，lncRNA 016350及相关mRNA慢病毒过表达、沉默载体的构建与病毒包装，依据测序获得的lncRNA 016350序列，合成序列构建至慢病毒表达载体，安全性评估载体应符合相关的生物安全规定；

,3.据lncRNA 016350序列设计合成特异FISH探针，分别以U6及18S探针作为参照，进行FISH实验，确定lncRNA 016350或mRNA的细胞内定位；

4.lncRNA 016350或mRNA合成构建到双荧光素酶报告载体，与过表达miR-641的载体 共转293T细胞进行luciferase assay；

5.LncRNA 016350或mRNA基因构建到MS12×质粒，与MS2-GFP质粒（Addgene）共转 293T细胞，采用生物素标记的GFP抗体进行RNA免疫沉淀。
周期：6个月。

验收标准要求：
1.外泌体提取鉴定验收标准：外泌体提取质量符合要求、颗粒数与蛋白量比值不低于1X108p/ug，鉴定外泌体、lncRNA基因要求提供原始数据且备注试验日期；

2.lncRNA、mRNA过表达和沉默载体验收标准：外观检查：容器或包装完整，无破损、泄漏或明显的异常情况。标签和标识：容器上的标签和标识，包括病毒株名、批号、生产日期、有效期等信息，确保与购买要求一致。活力和传染性：确保载体能够有效地感染靶细胞，并产生所期望的基因表达。（提供相关的原始数据）；

3.FISH实验验收标准：清晰明确lncRNA 016350或mRNA细胞内定位，提供详细实验过程及原始数据；

4.双荧光素酶实验验收标准：提供实验操作步骤，原始数据，分析结果，报告应提供对实验结果的合理解释，包括荧光素酶活性变化及生物学意义；

5.质粒构建需包括完整详细实验记录，确保质粒构建设计图谱、酶切验证图谱，测序结果，功能验证等关键数据信息清晰，具备可重复性及质粒构建后保存和使用过程中保持稳定。
	9.5

	3
	UCHL1通过上调HIF-1α介导的线粒体自噬促进MIRI心肌细胞铁死亡的机制研究-细胞显微观察（202501AY070001-061）（细胞显微观察）
	内容明细：

1.服务具体内容

1.1免疫荧光共定位法检测线粒体与溶酶体的融合

使用Mito-TrackerGreen染色H9c2细胞，其线粒体呈现绿色荧光（最大激发光波长为490nm，最大发射波长为516nm）；使用Lyso-TrackerRed染色H9c2细胞，其溶酶体呈现红色荧光（最大激发波长为577nm，最大发射波长为590nm）；染色后使用激光扫描共聚焦显微镜观察细胞并拍照；使用ImageJ软件处理所得图像。

1.2验证复氧后UCHL1持续激活HIF-1α与线粒体自噬

低氧状态下培养H9c2细胞，随后转移至常氧状态下培养不同时长，通过RT-qPCR与Western Blot分别检测UCHL1、HIF-1α和线粒体自噬相关蛋白LC3、P62的转录与蛋白水平；使用透射电镜观察各组细胞线粒体自噬情况（自噬小体与线粒体自噬溶酶体）；

1.3缺氧后UCHL1持续激活HIF-1α与线粒体自噬

H9C2 细胞用 10% FBS DMEM 培养（青霉素 100U/ml、链霉素 10mg/ml）。对心肌细胞 H9C2 进行缺氧复氧（Hypoxia Reoxygenation，H/R）处理，缺氧处理（1% O2，5% CO2 及94% N2，蜡封置于37℃）6h后，复氧（95% 新鲜空气，5% CO2，37℃） 0h、2h、4h、12h、24h，收集细胞。1）电镜观察各组细胞线粒体自噬情况（线粒体自噬溶酶体）；2）荧光共定位法检测线粒体与溶酶体的融合情况； 

2.技术要求：熟练使用激光共聚焦显微镜及三气培养箱建模缺血再灌注细胞，。

3.周期：6个月。

验收标准要求：
实验记录、实验结果和实验报告。
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	4
	UCHL1通过上调HIF-1α介导的线粒体自噬促进MIRI心肌细胞铁死亡的机制研究-动物验证（202501AY070001-061）（动物实验）
	内容明细：

动物实验验证复氧过程中抑制UCHL1/HIF-1α介导的线粒体自噬进而抑制长期再灌注导致的心肌细胞铁死亡。
将36只SPF级KM小鼠(8周，40g，雄性)随机平均分为四组，每组9只：假手术（Sham）组：小鼠打开其胸部，仅将7-0丝线放置于LAD相应部位但未结扎；缺血再灌注（I：30min；R：24h）组：结扎30mi后，松开结扎线进行再灌注24h；UCHL1抑制剂组（I/R+LDN-57444）：结扎30mi后，按0.4 mg/kg的剂量尾静脉注射UCHL1抑制剂LDN-57444，松开结扎线进行再灌注24h；HIF-1α抑制剂组（I/R+CAY10585）：结扎30mi后，按10mg/kg的剂量灌胃HIF-1α抑制剂CAY10585，松开结扎线进行再灌注24h。

I/R模型构建：将小鼠置于30 ℃加热垫上。小鼠腹腔注射2%戊巴比妥钠(60 mg/kg)麻醉。麻醉后，夹趾试验无反应，行气管插管。呼吸机参数设置为与麻醉小鼠的呼吸频率同步，然后，将气管插管连接到呼吸机。术前开始记录小鼠心电图。I/R组经胸骨左缘第三肋间开胸，用7-0丝线结扎左冠状动脉左前降支(left anterior descending, LAD)。结扎30mi后，松开结扎线进行再灌注。成功建立模型后，通过心电图识别ST段。Sham组小鼠打开其胸部，仅将7-0丝线放置于LAD相应部位但未结扎。手术后，连续监测小鼠心电图1 h未见再灌注性心律失常和心脏出血时，关闭胸腔，但不缝合心包；之后向经历手术的小鼠肌内注射青霉素(400 kU/kg)防止感染，待其清醒后再从30 ℃加热垫上移开，随后进行24 h再灌注。再灌注结束后，小鼠腹腔注射2%戊巴比妥(60 mg/kg)麻醉下采集其腹主动脉血样，然后行腹腔注射2%戊巴比妥(100 mg/kg)安乐死小鼠，取其心脏和血清进行后续检测。

①术前，缺血后，再灌注后监测小鼠心电图；

②TTC染色检测各组心肌梗死面积；

③剂盒检测血清中乳酸脱氢酶（LDH）和肌酸激酶（CK）水平；

④取各组心肌组织做匀浆处理，制备单细胞悬液，流式检测细胞内ROS水平（DCFH-DA）和线粒体膜电位（ JC-1）的变化；

⑤试剂盒检测血清中丙二醛 （MDA）和脂质过氧化物（LPO）的水平；

⑥试剂盒检测心肌组织内三磷酸腺苷（ATP）和Fe2+的含量；

⑦透射电镜观察线粒体自噬情况（自噬小体和线粒体溶酶体数量）；

⑧RT-qPCR检测损伤心肌组织中UCHL1、HIF-1α、自噬相关基因LC3B、P62和铁死亡关键调控基因ACSL4、GPX4、Transferrin的表达；

⑨WB检测损伤心肌组织中UCHL1、HIF-1α自噬相关基因LC3B、P62和铁死亡关键调控基因ACSL4、GPX4、Transferrin的表达；

2.技术要求：熟练建立KM小鼠缺血再灌注模型。

3.周期：6个月。

验收标准要求：

实验记录、实验结果和实验报告。
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