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摘要: 实验生态条件下筛选了鲈鱼的一组生化标志物组成生化标志物系统, 研究其对不同有机污染胁迫的响应差异. 将鲈鱼

分别暴露于 2种有机污染物: 01 1 m g /L、1 m g /L的十二烷基苯磺酸钠 ( SDBS)和 2Lg /L、20 Lg /L的苯并 [ a]芘 ( B[ a] P ),研究长

时间 ( 18 d)、亚致死污染胁迫下鲈鱼生化标志物系统各组分: 肝脏组织抗氧化酶中的超氧化物歧化酶 ( SOD )、过氧化氢酶

( CAT )、谷胱甘肽过氧化物酶 ( Gpx )、谷胱甘肽 ( GSH )、谷胱甘肽硫转酶 ( GST )以及诱导型一氧化氮合酶 ( iNOS)和脑组织中乙

酰胆碱脂酶 ( AChE)活性的变化, 同期检测了热激蛋白 70( H sp70)表达的变化, 并对所得到的结果进行了主成分分析 ( PCA ).

结果表明, ¹ 与未受胁迫的对照组相比, B[ a] P胁迫能够显著诱导鲈鱼体内的 SOD、GST、Gpx活性以及 GSH含量的变化 ( p <

01 05),但对其它几种酶的活性影响并不明显; SDBS胁迫对 CAT、Gpx、iNOS和 AChE活性的诱导作用明显, 但对 SOD、GST和

GSH的影响较小. Gpx是对 2种污染物胁迫响应最灵敏的一种生化标志物. º 同时测定了不同胁迫条件下鲈鱼血细胞 H sp70

表达的影响, 结果发现其在 SDBS胁迫组中的表达始终高于对照组,而 B [ a] P在胁迫前期能诱导 H sp70表达升高,以后逐渐下

降至对照水平. » 鲈鱼的生化标志物系统的不同组分对不同种类的污染胁迫响应有明显差异, 对结果进行主成分分析 ( PCA )

后发现, 基于 PCA和生化标志物系统的研究方法能有效区分不同污染因子的作用,可能在海洋环境污染的早期、预警性评价

中具有良好的应用前景.
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Abstrac t: Responses o f a se lect suite o f protective enzym es in Lateolabrax japonicus inc lud ing superox ide dismutase ( SOD ) , cata lase

( CAT ), g lutath ione perox idase ( Gpx), reduced g lutathione ( GSH ) g lutathione S-transferase ( GST ), nitric ox ide synthase ( iNOS) in

liver tissue and bra in acety lcho linesterase ( AChE ), wh ich could wo rk as sensitive ly b iochem ical b iom arkers w ere ana lyzed when

expo sed to different concentrations of sod ium dodecy lbenzene su lfonate ( SDBS) and benzo [ a] pyrene ( B [ a] P ) under contro lled

laboratory cond itions. Resu lts show ed that: ¹ The biochem ica l b iom arkers inc luded in th is investiga tion, different responses occurred in

the enzym a tic activ ities w hen exposed to different po llutants: the activities of SOD, GST, Gpx and GSH content w ere significantly

induced by B[ a ] P ( p < 0105 ) wh ile others present little diffe rent as com pared to the con tro .l D ifferently, SDBS exposure greatly

affected the activ ities of CAT, Gpx, iNOS and AChE wh ile show ed little e ffect on the other eva luated b iom arke rs. Gpx was the m ost

sensitive b iom arker that sensitive ly ind icated the organ ic po llution stress. º The simu ltaneous assay on hea t shock pro te in 70 (H sp70)

expression was conducted by flow cytome try ( FCM ) and result presen ted thatH sp 70 expression cou ld be e ffective ly induced by SDBS

as com pa red to the contro l throughout the expe rim en t; how ever, B [ a ] P obv iously induced H sp70 du ring the first 12 d and then

decreased to the lev el of the contro.l » The evaluated m ethod of biom arker system com bined w ith princ ipal com ponent ana lysis ( PCA )

could effec tive ly d istingu ish different po llutan ts under contro lled laboratory cond itions and m ight be a prom ising and warningm e thod fo r

the ear ly assessm ent of env ironm enta l change exposed to d ifferent org an ic pollutions.

K ey words: b iochem ical b iom arke rs; organ ic po llu tant; po llution assessm ent; Lateo labrax japonicus
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  生物体内的抗氧化系统是生物体抵御污染胁迫

的第一道屏障,可被环境中的多种污染物灵敏诱导,

是表征生物体健康变化的良好的生物标志物
[ 1 ~ 3 ]

,

近年来更被用以预警性指示环境污染的变化, 是一

种具有更高灵敏性和特异性的环境评价新方法
[ 1 ]

.

其主 要组 分 如超 氧 化物 歧 化 酶 ( superox ide

dism utase, SOD )、过氧化氢酶 ( catalase, CAT )、谷胱

甘肽硫转酶 ( g lutathione-S-transferase, GST )、谷胱甘

肽过氧化物酶 ( g lutath ione perox idase, Gpx )等目前

已在环境污染评价中得到了广泛的应用和良好的验

证
[ 4, 5]

.但是单一的生物标志物生态相关性较低,只

能从某一层次上片面推测出污染物的生态效应,而

建立一组能反映生物体主要生理过程变化的生物标

志物 ( a ba ttery o f biom arkers)或生物标志物系统

( biom arkers system )能更全面地评价污染条件下环

境和生物体的健康状况
[ 6]

, 这也是目前环境污染评

价领域的新的研究热点和重点,许多国家和组织都

已经陆续开展了相关的研究,如英国的 ECOMAN计

划、欧盟的水体框架指令 (W FD)等
[ 7]

.在我国, 利用

生物标志物进行环境健康评价的工作刚刚展开,目

前主要集中于对单一生物标志物的研究中, 利用生

物标志物系统进行污染评价的研究尚鲜见报道.

因此本实验以胶州湾重要的经济鱼类 ) ) ) 鲈鱼

(Lateolabrax japonicus)为目标生物,以胶州湾中 2种

典型的有机污染物: 十二烷基苯磺酸钠 ( sod ium

dodecylbenzenesulfonate, SDBS) 和苯并 [ a]芘 ( Benzo

[ a] pyrine, B [ a] P )为胁迫因子, 在实验生态条件下

研究了 2种污染物的亚致死胁迫对鲈鱼一组生化标

志物的影响, 并对实验结果进行了主成分分析

( principa l com ponen t analysis, PCA ) ,以期为建立一

种有效区分不同胁迫因子的海洋污染早期评价方法

提供基础的理论依据.

1 材料与方法

111 实验材料
实验用鲈鱼 (L. japon icus)购自烟台市海阳县海

珍品养殖厂,体长: ( 15 ? 2) cm,体重: ( 50 ? 3) g,运

回实验室后在容积 600 L的水池中充气驯化培养 2

周.驯化温度 20e ,光暗比为 16 hB8 h, 海水 pH 719

? 012,盐度 32, 溶解氧 DO > 5 m g /L.暂养过程中每

天更换培养水体的 1 /3以保持水体的清洁, 并定时

投喂海水鱼商业饲料.实验时选择健康、无病烂的鲈

鱼,随机分组后进行污染胁迫实验.

112 污染胁迫的 2种有机污染物

十二烷基苯磺酸钠 ( SDBS) :一种典型的阴离子

线性苯磺酸钠表面活性剂,在环境介质中存在广泛.

实验所用的 SDBS为淡黄色粉末 ( A R,上海化学试

剂厂 ) ,将一定量的 SDBS溶于灭菌海水中, 配制成

不同的浓度梯度待用;苯并 [ a]芘 ( B [ a] P ) :属优先

控制的一类持久性有机污染物, 常被用作生态毒理

学的模式污染物.实验所用 B[ a] P为淡黄色针状晶

体 ( Sigm a,纯度 98% ), 难溶于水, 实验中将其溶于

丙酮溶液中 ( 01008% , 体积分数 ) , 得到 B [ a] P-丙

酮溶液母液备用.

113 污染胁迫实验

( 1) 将驯化好的、健康的鲈鱼置于预先设置好

污染物浓度的 100L的玻璃缸中充气培养,每缸中 6

条, 培养条件同 111所述.每日更换全部水体, 并补

充污染物至初始胁迫浓度
[ 8]

.

( 2) 实验设计  在预实验的基础上设定本实验

浓度,每种污染物各设置 2个浓度. B [ a] P实验组:

在培养水体中加入 B[ a] P-丙酮溶液, 使其终浓度分

别达到 2 Lg /L和 20 Lg /L; SDBS实验组: 在培养水

体中加入 SDBS溶液, 使其终浓度分别为 011 m g /L

和 1 m g /L;实验同时设 2个对照组, 一个为丙酮对

照组,即在培养水体中加入与 B [ a] P实验组中的丙

酮溶剂相等体积的丙酮溶液, 以消除丙酮对实验结

果的影响;另一组为空白对照,即培养于正常、无污

染条件下的一组. 实验共持续 18 d, 每 6 d取样, 检

测各项生化标志物的变化.

114 抗氧化酶活性的测定

分别在 0、6、12和 18 d从各组中随机挑选 1条

鱼, 解剖后取出鱼的肝脏和脑组织, 用 019%的生理

盐水冲洗后置于消毒预冷的 115 mL E ppendorf管中

备用.实验时分别取上述组织样品置于 5 mL的玻璃

匀浆器中, 加入 1115% KC l溶液匀浆 ( 1B9, 质量

比 ) ,然后在 - 4e 条件下 10 000 r /m in离心 15 m in,

取上清液检测酶活性. 检测肝组织中的 GSH、GST、

Gpx、CAT、SOD和 iNOS,检测脑组织中的 AChE.

超氧化物歧化酶 ( SOD)采用 Fr idov ich
[ 9]
的氮蓝

四唑 ( NBT )光化学反应法进行;过氧化氢酶 ( CAT )、

谷胱甘肽过氧化物酶 ( Gpx )和谷胱甘肽硫转移酶

( GST )的活性测定参照 Rodriguez-A riza 等的方

法
[ 10]

; 乙酰胆碱脂酶 ( AChE )活性的测定根据

E llm an等
[ 11]
的分光光度法进行;诱导型一氧化氮合

酶 ( iNOS)活性的测定采用 iNOS检测试剂盒进行

(南京建成生物工程研究所 ). 组织中可溶性蛋白的

含量测定采用 B radford的方法
[ 12 ]

.所检测的酶活性
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以酶活单位 /m g克蛋白 ( U /m g)表示.每实验组设 3

组平行,实验重复一次 ( n= 6).

115 热激蛋白 70 (H sp70)表达量的测定

用流式细胞术 ( flow cytom etry, FCM )测定

H sp70表达量的变化. 断尾法采集鲈鱼血液, 用 4%

多聚甲醛固定.采集的血液样本分为 2份:一份作为

阳性处理样, 进行抗 H sp70一抗、荧光标记二抗的

孵育; 另一份作为阴性本底对照,只进行荧光标记二

抗的孵育;用流式细胞仪在 525nm波长处检测 1 @

10
4
个细胞的平均荧光强度, 计算每个样本的平均

荧光强度比值
[ 13]

.

116 统计分析

所有的酶活性检测结果均以平均值 ?标准误

(m ean ? SD )给出 ( n = 6) . 利用单因子方差分析并

Tukeyps pos-t hoc 多重比 较检验 ( Tukeyps pos-t

hocm u ltiple com parison tests)检测不同污染胁迫作用

对酶活性的效应.同时,利用双变量 Pearson相关性

分析 ( bivaria te pearson corre lation ana lysis)研究污染

物胁迫与酶活性变化之间的相关性, p < 0105认为

差异显著.

2 结果与分析

211 SDBS污染胁迫对鲈鱼生化标志物系统的影响

011 mg /L和 1 m g /L SDBS的胁迫对鲈鱼 SOD

活性的影响较小, 酶活性在整个实验过程中的变化

与对照组相比变化不大 ( pa ired t-tes,t p > 0105 );

CAT、GPx和 GST的变化类似,其活性在胁迫中被显

著诱导,其中 CAT和 Gpx整个实验过程中均明显高

于对照组 ( paired t-tes,t p < 0105) , GST的活性在 0~

12 d内明显增高,并于 12 d达到最高,与对照相比差

异显著 (p < 0105),之后逐渐降低至对照组水平. iNOS

和 AChE的活性对 SDBS的响应截然相反: 2个浓度

组中的 iNOS活性在 0~ 6 d和 12~ 18 d这 2个时间

范围内有明显的下降,至 18 d时 1 m g /L组的活性约

为对照组的 39%, 而 011 m g /L约为对照组的 49%,

差异极显著 ( p < 0101); AChE的活性在整个实验过

程中均明显高于对照组 ( paired t-tes,t p < 0105), 并且

01 1 m g /L组 的活性高于 1 mg /L组 (图 1) .

图 1 SDBS胁迫对鲈鱼生化标志物系统的影响

F ig. 1 E ffects of SDBS stress on the b iochem ica lb iom ark er system of f ishL. japon icus

212 B [ a] P污染胁迫对鲈鱼生化标志物系统的

影响

B[ a] P胁迫对鲈鱼生化标志物的影响如图 2

所示. pa ired t-test检验结果显示空白对照组和丙酮

溶剂对照组之间的酶活差异不显著 ( p > 0105), 说

明在培养体系中加入的丙酮不会对实验结果产生影

响,本实验的结果是由 B [ a] P胁迫而产生的.

B[ a] P胁迫能明显诱导 SOD活性, 处理组的活

性均明显高于对照组 (p < 0105), 其中 20 Lg /L组的

活性在 6 d时达到最高约为对照组的 111倍左右 (p

< 01001),之后活性随胁迫时间的延长稍有下降,

但 2 Lg /L组的活性在整个实验过程中保持持续升

高的变化趋势. Gpx表现出类似的变化趋势, 20

Lg /L组的活性在整个实验过程中均显著高于对照

组 ( p < 0105) , 2 Lg /L 组的活性在胁迫 6 d后活性

明显高于对照组 ( p < 0105) ; GST的变化略有不同,
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图 2 B[ a] P污染胁迫对鲈鱼生理生化标志物的影响

F ig. 2 E ffects of B [ a] P stress on th e b iochem ical b iom arker system of fishL. japon icu s

在胁迫 6 d时处理组的活性受到显著抑制 ( p <

0105) , 之后活性逐渐升高并在 18 d时达到最高 ( p

< 0105) . GSH含量在胁迫 6 d以后活性逐步增高,

并在 18 d时达到最高 (p < 0105) ,并且 2 Lg /L组的

活性诱导作用更显著;与 SDBS胁迫不同, B[ a] P胁

迫并未引起 CAT、iNOS和 AChE活性的明显变化 ( p

> 0105) (图 2) .

213 2种污染胁迫对鲈鱼热激蛋白 H sp70含量的

影响

相同胁迫条件下检测了 B [ a ] P和 SDBS胁迫

对鲈鱼血液中 H sp70表达的影响, 结果显示: SDBS

胁迫能有效诱导 H sp70的表达,其在处理组中的表

达在整个实验过程中均高于对照组, 其中 1 mg /L组

在 6 d以及 011 m g /L组在 12 d时的表达达到显著

水平 (p < 0105) ; B [ a] P胁迫的前 12 d, 20 Lg /L组

中 H sp70的表达明显高于对照组 ( p < 0105 ) , 2

Lg /L组中的表达也高于对照组但未达到显著水平

(p > 0105); 至 18 d时处理组中的表达均低于对照

组,但差异不明显 (p > 0105) (图 3).

3 讨论

311 B[ a] P和 SDBS胁迫对鲈鱼的生化标志物系

统的影响

M cC ord等
[ 14 ]
提出的活性氧 ( reactive oxygene

spec ies, ROS)伤害学说已经广泛用于生物体的抗逆

生理学机制的研究.抗氧化防御系统是生物体清除

ROS的第一道屏障, 而抗氧化酶系统是其中的主要

成分,其各组分在抵御氧化胁迫中通过不同的作用

途径在抵御氧化胁迫方面发挥重要作用. SOD是

ROS的关键酶, 能触发 O
Ó -
2 + O

Ó -
2 + 2H

+ y H 2O2 +

O2反应,而 GSH、Gpx和 GST则在清除 H 2O 2中具有

重要作用; CAT可以保护细胞免受羟过氧化物的胁

迫, 使 H2O2歧化产生 H 2O和 O 2, 当细胞产生胁迫

的适应反应时, CAT对于细胞获得抗性十分重要.

已有的研究表明, 不同的抗氧化酶对不同污染胁迫

的响应是不同的
[ 3, 9]

.在本实验中, B[ a] P胁迫能够

诱导鲈鱼体内的 SOD、GST、Gpx活性以及 GSH含量

的显著变化,但其它几种酶活性的变化变化不大;而

SDBS胁迫能诱导鲈鱼体内 CAT、Gpx、iNOS 和

AChE活性的显著变化, 但 SOD、GST和 GSH 的变

化较小. 2种有机污染物的胁迫均能使鲈鱼体内的

Gpx活性明显升高, 显示 Gpx在鲈鱼抵御外界胁迫

作用方面可能具有更重要的作用. 这种响应差异可

能与不同污染物的致毒途径之间存在一定的关系:

由于阴离子表面活性剂具有两性性质,它能够和一

些如蛋白质、DNA分子等极性、非极性大分子结构

相互作用, 引起生物功能的紊乱
[ 15]

, 比如 N ielsen

等
[ 16]
的研究发现一种离子表面活性剂能够和酶结
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图 3 SDBS和 B[ a] P胁迫对鲈鱼 H sp70表达的影响

F ig. 3 E ffects of SDBS and B[ a] P s tress on H sp70 exp ression of f ishL. japon icu s

合在一起,增加酶分子的弹性, 当活性剂的浓度较高

时,则能够破坏蛋白质的膜结构,导致蛋白质结构的

破坏和酶活性的改变;而 B[ a] P对海洋生物的毒性

作用则主要由于其在代谢转化过程中产生的大量

ROS中间产物,在生物体的产生氧化胁迫 ( ox idative

stress),但不同的抗氧化酶对不同污染物的响应是

不同的. AChE是表征污染物神经毒性的生物标志

物
[ 17]

,本实验中, SDBS能有效诱导 AChE活性的变

化,是一种具有神经毒性的有机污染物,而实验浓度

下的 B[ a] P胁迫并未对鲈鱼表现出神经毒性. 异生

物质可诱导 iNOS的表达, 但本实验中 iNOS对

SDBS的胁迫响应非常灵敏,对 B[ a] P却不敏感,表

现出一定的胁迫响应的特异性.

同时对 18 d时各高浓度实验组的检测结果进行

了 Pearson相关系数分析 (表 1),结果显示多个酶间

均有一定的相关性, 比如 SDBS胁迫下 AChE的变化

同 SOD、GST和 iNOS显著负相关 ( p< 0105)但和 Gpx

和 GST的变化呈显著正相关 ( p < 0105), 另外 GST、

Gpx与 SOD之间具有显著的相关性; B[ a] P胁迫下

SOD则与 GSH、GST和 iNOS之间具有显著的相关性

( p< 0105).其可能原因在于许多复合物都具有异生

物质特性,但由抗氧化酶承担的细胞抗氧化反应在功

能上有重叠,其活性之间也存在相关性. 表 1的结果

同时显示, iNOS与多种酶的变化之间均有显著的相

关性,可能作为一种预警性的生物标志物而在指示环

境污染变化方面具有良好的应用前景.

表 1 鲈鱼不同生理生化标志物之间的 Pea rson相关系数统计 1)

Tab le 1 Pearson correlat ion coefficien ts am ong the b ioch em ical b iom arkers ofL. jap onicu s

SOD CAT Gpx GSH GST iNOS AChE

SOD - 01161 01365 01988* 11000* * 01566* - 01438

CAT - 01062 01860* - 01007 - 01149 - 01905* 01958*

Gpx - 01353 01956* 01504* 01376 - 01561* 01677*

GSH 01954* 01240 - 01056 01990* 01432 - 01294

GST 01987* - 01220 - 01498 01894* 01556* - 01427

iNOS 01486 - 01902* - 01989* 01202 01620* - 01989*

AChE - 01621* 01820* 01952* - 01358 - 01738* - 01987*

1) SDBS左下角部分, B[ a] P右上角部分, * 表示在 0105水平上显著相关

312 鲈鱼的 H sp70对 B[ a] P和 SDBS胁迫的响应

热激蛋白 ( heat shock prote ins, H SPs)又称为压

力蛋白,是在环境胁迫下被诱导的一系列蛋白质,常

被用作指示环境污染胁迫的敏感的生物标志物
[ 18 ]

,

H sp70是其中高度保守的一种, 可被多种污染物灵

敏诱导,能预警性地指示水体的污染变化; 另一方

面, H sp70的诱导表达可随着环境因子的种类、胁迫

浓度或时间而波动, 比如 Theodorakis等
[ 20 ]
在对太

阳鱼 Lepom ismacroch irusH sp70表达的研究中发现,

H sp70的表达在胁迫前 12 d时较对照组有所升高,

到 16 d时的表达量则低于对照组的水平. 本研究结

果显示,高浓度组的 B [ a] P ( 20 Lg /L )胁迫在前 12
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d时能显著诱导 H sp70的表达,而到 18 d时的表达

量基本降至对照水平.有研究表明, H sp70的一个重

要功能是使发生构象改变的蛋白质得到恢复. 在

311的分析中笔者推测, SDBS能够通过改变抗氧化

酶的构象而对酶活性产生影响, 因此与 B [ a ] P相

比, SDBS对 H sp70的诱导表明作用更显著.

313 基于生化标志物系统和主成分分析 ( PCA )的

污染评价方法的探讨

利用 2种方法对所得到的结果进行主成分分

析,探讨建立一种新的、能区分不同污染物胁迫的环

境污染评价新方法. 对 2个不同浓度组、胁迫 12 d

和 18 d的数据均进行了分析, 结果发现,各检测指

标之间具有较强的相关性, 且 Bartlett球度检验相伴

概率为 01000,小于显著性水平 0105,适合作因子分

析,但低浓度组胁迫 12 d时的生化标志物系统各组

分的活性变化较明显, 因此下述的分析采用此条件

下的数据进行.通过 PCA分析, 得到所测定的 7种

抗氧化酶 ( SOD、CAT、Gpx、GSH、GST、iNOS、AChE)

经正交旋转后的的因子 (主成分 )负荷矩阵 (表 2) ,

从表 2中可以看出上述 7种因子的全部信息可由 2

个主因子支配: F 1因子主要支配 CAT、Gpx、AChE;

F2因子主要支配 SOD、GSH、GST、iNOS;进一步的因

子转换矩阵结果显示 F1能够反应原变量中 7115%

的信息, F 2能够反应原变量信息中 6919% (表 3).

表 2 正交旋转后的因子 (主成分 )负荷矩阵 1)

T ab le 2 Rotated com ponen tm at rix( a)

项目
主成分

1 2

SOD - 01150 01989

CAT 11000 - 01011

Gpx 01865 01501

GSH 31623E- 03 11000

GST - 01138 01990

iNOS - 01900 01435

AC hE 01955 - 01297

1)因子提取方法:主成分分析;旋转方法: 凯撒最大方差旋转法; 因

子正交旋转经过 3次迭代收敛

表 3 因子转换矩阵 1)

T ab le 3 C om ponen t trans form at ion m atrix

1 2

1 - 7115 01699

2 01699 01715

1)因子提取方法: 主成分分析法; 正交旋转方法: 凯撒最大方差旋

转法

  在上述研究的基础上, 根据因子得分进行进一

步分析,结果如图 4所示. 从中可以看出,对所建立

的生化标志物系统进行 PCA分析能有效区分 SDBS

处理组、B [ a] P处理组以及对照组.

图 4 根据因子得分所得到的不同污染物分布

Fig. 4 D is tribut ion of d ifferent pollu tants according to factor scores

4 结论

( 1) 所建立的指示生物体不同生理状态的生化

标志物系统对不同污染物的胁迫响应不同, 其中

Gpx是对 2种污染物响应最灵敏的一种生化标

志物.

( 2) 基于生化标志物系统和主成分分析的污染

评价新方法不仅能够阐明污染物的亚致死、长时间

胁迫对生物的影响,而且能有效区分 2种不同的污

染因子,可能作为一种新的环境污染评价方法在实

践中得以应用和发展.
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