“12个小鼠胸腺样本（单细胞）建库测序分析”实验标准
一、实验目标
对12只小鼠完成胸腺组织取样、单细胞建库、测序实验和数据分析。
二、基础资质审查
1. 硬件资质
（1）C	lass Ⅱ 生物安全柜或超净台
    （2）BD FACS Aria或同级流式细胞分选仪
    （3）10x Genomics Chromium系统或同级别数字液滴仪
    （4）Illumina NovaSeq或国产化测序平台
2. 项目经验证明
    （1）单细胞测序项目的历史清单（附合同编号，≥100例）  
    （2）提供协助发表的论文目录（附PMID索引、发表当年影响因子，≥30篇）
二、实验内容
1. 实验操作
（1）技术人员能够上门服务，在小鼠处死4小时内固定转录本。
（2）胸腺提取：对实验小鼠执行脱颈处死，随后完整分离胸腺。取材过程中需保持胸腺大体完整，每只小鼠总处理时间不超过15分钟。
（3）组织解离：取材后立刻进行组织解离。使用酶解法，处理至镜下无直径40μm以上的组织团块。随后对所获得的细胞用70μm滤膜过滤、PBS清洗。
（4）细胞活度质量控制：细胞计数仪检测，要求细胞活率≥90%、结团率≤10%、有核率≥70%，控制细胞浓度至1000±250个/μL。提交细胞计数仪的细胞活率、总量、有核率、结团率等指标的检测报告。
（5）微滴制备：使用数字液滴仪上样，靶标捕获率≥8000细胞/样本，微滴生成效率≥80%，双样本交叉污染率≤0.1%。提交质控报告。
（6）cDNA扩增：Qubit检测cDNA浓度≥0.8ng/μL。对于cDNA文库质量控制，遵循如下标准：①捕获 6000-12000 个细胞浓度(Qubit)≥5ng/μL以上，判定合格； ②捕获6000-12000个细胞浓度3ng/μL≤浓度(Qubit)＜5ng/μL，产物峰形片段范围在250bp-5000bp，主峰在 750-2500bp 范围，判定合格。
（7）测序文库构建：①文库浓度（Qubit）≥5ng/μL，无小片段污染，主峰在350-750bp范围， 判定合格； ②1 ng/μL≤文库浓度＜5ng/μL无小片段污染，主峰在350-750bp范围，可风险上机； ③文库浓度≥5ng/μL，主峰在350-750 bp范围，但有小片段污染，小片段高度低于目标片段高度，可风险上机；④文库浓度＜1ng/μL，无明显主峰，或小片段高度高于目标片段高度，判定不合格。
（8）测序：使用PE100或PE150模式，数据量≥5000reads/cell。质控达到Q30≥85%，有效barcode率≥65%。提交FASTQ质控。
2. 数据分析
（1）原始数据质控：FastQC的Phred score≥30占比>90%，细胞数≥5,000/样本。提交HTML质控报告。
（2）基础分析：数据标准化、去除批次效应。提交矩阵文件、UMAP聚类图（标注所含细胞类型，提供标记基因注释、标记基因列表，注释参考数据库）、差异基因表格。
（3）交付完整数据：原始FASTQ、BAM、基因矩阵文件。
四、数据交付规范  
1. 质控报告
（1）细胞活率、总量、有核率、结团率等指标的细胞计数仪检测报告
（2）Qubit检测cDNA浓度的质控数据
（3）测序时的FASTQ质控
（4）Cell Ranger的原始数据HTML质控报告
2. 交付数据
（1）RawData (FASTQ)，附带MD5校验值文件
（2）Alignment (BAM)  
（3）Matrix (filtered_feature_bc_matrix)  
（4）基础分析结果(UMAP.pdf等)  
（5）差异基因表：.xlsx（含logFC/padj/基因功能注释）
（6）分析报告：.pptx、.pdf
3.分析代码
（1）对于交付的分析结果，如使用代码分析，需同步交付分析代码，使结论可以复现；如使用云平台分析，需提供分析的过程性截图或文件。
（2）如使用代码分析，所交付的代码需包含环境配置文件和关键软件版本锁。
