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	PI：
	PI电话：
	PI Email：

	联系人：
	联系电话：
	Email：



需要填写的资料：
	*编辑方案选择（如下1-6）*
	
	*基因名称
	

	*重要补充！交付选择：
	A交付F0
	（周期短，F0尚未确定嵌合情况）

	
	B交付F1
	（周期长，F1为稳定遗传杂合子）

	*品系要求（如有）
	
	（默认B6J，如有需要自行提供）

	1.基因敲除KO
	敲除要求*
	是否针对特殊位置
	

	
	
	是否大片段切割
	

	2.条件性基因敲除cKO
	条件性敲除方式*
	□Cre-lox    □Dre-Rox

	
	插入位置要求*
	

	3.基因敲入KI
	[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]□定点插入
	□Rosa26    □H11   □其他开放安全位点

	
	插入序列信息*
	（提交附件）
	是否提供模版
	

	
	插入片段长度*
	
	

	
	□原位插入
	插入位置*
	

	
	插入序列信息*
	（提交附件）
	是否提供模版
	

	
	插入片段长度*
	
	

	4.转基因Tg
	插入序列信息*
	（提交附件）
	是否提供模版
	

	
	插入片段长度*
	

	
	插入位置*
	

	5.点突变PM
	突变序列信息*
	

	6.ES打靶
	插入序列信息*
	（提交附件）
	是否提供模版
	

	
	插入片段长度*
	

	
	插入位置*
	

	其他
	

	新方法选择
	□two template for cKO[1]   □Tild-CRISPR for KI[2]   □其他

	参考文献
	[1] doi: 10.1016/j.cell.2013.08.022. PMID: 23992847
[2] doi: 10.1016/j.devcel.2018.04.021. PMID: 29787711


填表说明：
1. *表示必须填写，申请表提交后我们会第一时间与您联系确认方案以便尽快启动。
2. 基因编辑方案定制需提供明确的基因名称，以及插入或突变序列详细信息，最好附加基因序列文件；
3. 在cKO、KI、Tg等方案中，若不能提供与插入序列信息相同的质粒或模版，中心可代为定制，价格会根据插入片段大小收取成本费用；
4. 交付选择，A在显微注射出生小鼠鉴定后直接获得阳性F0，不确定嵌合情况；
B选择阳性F0饲养至性成熟与WT配繁后交付稳定遗传F1杂合后代，周期长。
5. 显微注射流程需根据胚胎组工作安排，如有注射小鼠的特殊需求须提前沟通。

制备周期：
6. 基因编辑小鼠会根据不同项目进行前期沟通并根据需求设计，确认需求后我们会在1周内给出方案，无异议后启动项目。
7. 涉及CRISPR/Cas9编辑的项目，我们选用RNP复合物进行编辑，guideRNA在制备完成后对其切割效率进行一次体外验证（但不代表体内实际编辑情况）。sgRNA制备及验证约2-4周。
8. 涉及插入片段载体构建的项目（如cKO、KI和Tg），插入序列模板需由课题组提供或定制（PM项目），收到模板后中心测序确认无误后进行donor载体构建，根据序列复杂程度不同一般1-2月完成。插入效率因插入片段长度、插入位置各异，最终由获得F0小鼠鉴定确认。
9. 涉及ES细胞培养和筛选的项目（一般为难做品系，无法直接进行显微注射获得），ES细胞培养、载体电转后筛选、单克隆培养并鉴定，获得阳性ES细胞至少需要3-6个月。
10. 不同项目所需样品如下，样品制备完成后安排显微注射，进入显微注射流程后6-8周可拿到F0代小鼠，经鉴定阳性后可选择交付或继续配至F1代。阳性ES细胞安排囊胚注射，后代嵌合率低，建议选择F1交付。若第一次显微注射无阳性会再重新安排注射或者根据结果调整方案。
	项目类型
	KO
	cKO
	KI
	PM
	Tg
	（ES）

	guideRNA
	有
	有
	有
	有
	无
	有/无

	DonorDNA
	无
	Vector
	Vector
	ssDNA
	Vector
	有



11. 获得F1所需时间：选1-2只阳性F0饲养至8周性成熟后与WT配繁，出生后对F1进一步鉴定，分笼后交付，一般可交付一对以上阳性F1杂合后代。整个周期需延长3-4个月左右。

12. 收费标准（西湖大学内部价格）：
a) sgRNA制备（含设计，体外转录并纯化）：1000元/项（两条以内）
b) sgRNA验证：500元/项
c) 显微注射样品准备，常规载体纯化与RNP孵育：1000元/项
Tg项目一般选用PB系统：3000元/项，
如选BAC载体注射：5000元/项，制备费用另计
d) F0鉴定（含引物设计与测序）：1500元/项
e) 需TA克隆或miseq鉴定（PM必要）：+2000元/项
f) donor载体构建（包括点突变donor）：3000元/项起（两端同源臂添加）
根据载体构建复杂程度及插入难度，其中载体构建克隆步骤超过3步增加1000元/步，插入片段长度超过5kb增加1000元/kb/项，原位插入增加2000元/项
g) F1配繁与鉴定：+2000元/项起（选1-3个F0配，时间至少延长3个月）
h) ES细胞培养及筛选：+20000元/项
i) ES细胞鉴定：3000元/项
j) 显微注射费用：参考收费标准
k) 囊胚注射：10000元/项
l) 其他费用
模板序列合成：按合成公司报价实际收取
Cas9蛋白：300元/份（按20ul样品体系，提供spCas9-NLS）
质粒修复： 1000-2000元/项
	项目类型
	KO
	cKO
	KI
	PM
	Tg
	（ES）

	F0
	8000起
	17000起
	17000起
	19000起
	15500起
	37500起

	F1
	10000起
	19000起
	19000起
	21000起
	17500起
	39500起




风险告知：
1. cKO、KI、Tg等方案的插入概率本身偏低，同时受插入片段大小和插入基因位置影响，存在无法获得阳性F0代的风险；
2. 若因编辑基因自身问题发生不育、胚胎死亡或早期死亡等，或因方案中提示的上述风险问题导致无法得到阳性F0代，中心会提供相关数据，课题组须承担已经产生的费用；



