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摘要: 2,2’,4,4’-四溴二苯醚(BDE-47)在水体及各种水生生物(鱼类、海洋哺乳动物以及水生无脊椎动物)中被广泛检出，但
BDE-47 对水生无脊椎动物毒性效应的研究还处于起步阶段。以大型溞(Daphnia magna)为受试生物，通过急性(48 h)和慢性(21
d)毒性暴露实验，考察了 BDE-47 对大型溞活动抑制率、心率、产仔情况和酶活性等指标的影响。结果显示，BDE-47 对大型溞
活动抑制率的 48 h-EC50为 112.5 μg·L

-1 ; 高浓度( > 100 μg·L-1 )BDE-47 显著诱导提高大型溞的心率。21 d慢性暴露实验中，8

μg·L-1处理组中大型溞全部死亡; 其他各浓度处理组(0.5、1、2、4 μg·L-1 )中，母溞第 1 胎产仔时间延后，第 1 胎子代数量减少，总
产仔数量大幅减少，这表明大型溞的繁殖能力受到抑制。BDE-47 在一定程度上抑制了母溞胆碱酯酶(ChE)和谷胱甘肽硫转移
酶(GST)的活性，大型溞体内的代谢机制没有被诱导，神经活性虽被抑制，但抑制率不高。BDE-47 大幅诱导过氧化氢酶(CAT)
的活性，并呈现一定的剂量效应关系，相对于 ChE和 GST，CAT 对 BDE-47 暴露更为敏感，可作为 BDE-47 对大型溞慢性暴露
毒性效应的潜在生物标志物。
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Abstract: 2,2',4,4'-tetrabromodiphenyl ether (BDE-47) are widely detected in water and aquatic organisms (fish,
marine mammals and aquatic invertebrates), however, there is still lack of research on its toxic effects on aquatic

invertebrates. The acute (48 h) and chronic (21 d) tests were conducted to explore the effects of BDE-47 on Daph-
nia magna with several endpoints as immobilization rate, heart rate, reproduction rate, and the activities of ChE,
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� GST and CAT. Results showed that the 48 h-EC50 value of BDE-47 on the immobilization of D. magna was 112.
5 μg·L-1 . An increase in the heart rate of D. magna was significantly induced by BDE-47 at high concentrations

� ( >100μg·L-1 ). In chronic test (21 d), no survival of D. magna in 8 μg·L-1BDE-47 exposure group was observed.
In the other BDE-47 exposure groups (0.5, 1, 2, 4 μg·L-1 ), the first birth was delayed, and the first litter size as
the total number of offspring per maternal D. magna were reduced. It was indicated that the fecundity of D. magna

was inhibited by BDE-47. The activities of cholinesterase (ChE) and glutathione-S-transferase (GST) of maternal
daphnids were inhibited by BDE-47, impling that the metabolism of D. magna was not induced by BDE-47, while
neuro-activity was inhibited by BDE-47 in a relatively low extent. Catalase (CAT) activity of maternal D. magna
was significantly induced by BDE-47 in a dose-response manner. CAT was more sensitive to BDE-47 than GST
or ChE. The activity of CAT could become a potential biomarker to chronic BDE-47 exposure.
Keywords: 2,2',4,4'-tetrabromodiphenyl ether; BDE-47; Daphnia magna; heart rate; reproduction; enzyme activity

多溴联苯醚 (PBDEs)是一种防火阻燃化学制

剂。由于特殊的理化性质，被广泛应用于家用电器、
计算机、电缆、建筑材料、纺织品等各种产品中[1,2]。
随着 PBDEs 使用量的逐年上升，环境中 PBDEs 的

残留量在过去几十年中持续增长，并已经在水体及

各种水生生物(鱼类、海洋哺乳动物以及水生无脊椎
动物)中被广泛检出[3-5]。
环境中的 2,2’,4,4’-四溴二苯醚(2,2’,4,4’-tetra-

bromodiphenyl ether, BDE-47, tetra-BDE)主要来源于
溴化阻燃剂的溶解和挥发，以及含有 PBDEs 废弃物

的焚化。BDE-47 多存在于水体中[6]，是环境中存在
量最大，最频繁检出的 PBDEs 同系物[7-8]。低溴代联
苯醚具有一定的挥发性、水溶性和生物富集性，水生
生物体内已检出的各种 PBDEs 同系物中以 BDE-47
比例最高，一般占总 PBDEs 的 50%以上[9]。溞为甲
壳纲的枝角类浮游动物，广泛分布于淡水水域。它以
浮游植物为食，同时又是鱼类和大型无脊椎动物的饵

料，是水生态系统中物质循环和能量流动的重要环

节[10-11]。水体中的 BDE-47可通过大型溞传递到更高
营养级生物体内，对其造成危害[8]。所以研究 BDE-
47对水生生物的毒性效应意义重大，而通过研究

BDE-47对大型溞的毒性，可以预测 PBDEs 对水生生
物毒性。目前，国内外关于 BDE-47 的毒性研究还多
局限在生物积累，以及对啮齿类和两栖类动物的神经

毒性研究方面[5,12-14]。BDE-47 对水生无脊椎动物毒
性效应的研究还处于起步阶段，仅局限于急性、亚急
性方面的生理生化指标测试[15]，需要为系统的研究。
以大型溞(Daphnia magna)为实验生物，考察了急、慢

� 性暴露后，不同生物标志物对 BDE-47 毒性的响应，
旨在揭示 BDE-47 对大型溞的生态毒性效应，以便为

水环境管理提供借鉴和参考依据。

1 材料与方法(Materials and methods)
1.1 实验材料

大型溞(D. magna)由中国科学院生态环境研究中

� 心环境水质学国家重点实验室提供。依照 OECD
211实验方法，大型溞长期稳定地培养于 M4 培养液

中[16-18]。M4培养液每周更换 2 次，培养温度为(20 ±
1)℃，光照长度为 16 h·d-1，光强度为 18 μE·m-2·s-1，
培养密度为每只溞 40 mL培养液。定期投放斜生栅
藻(Scenedesmus obliquus)作为饵料[19-20]。每天饲喂密

� 度为 90 000 个·mL-1 (每只溞 100 ～200 μg)，21 d内每
只母溞繁殖幼溞数量多于 60 只，可达到 OECD 的

要求。
化学试剂: 2,2’,4,4’-四溴二苯醚(CAS No. 5436-

43-1，纯度为 98% )购自美国 Chem Service公司; 二甲
基亚砜(DMSO，纯度为 99.9% )购自美国 Alfa Aesar

公司; 1-氯-2,4-二硝基苯 (CDNB)购于美国 Sigma
Chemical公司;蛋白质抽提试剂盒和 BCA 蛋白定量

试剂盒购自北京康为世纪生物; 胆碱酯酶试剂盒

DACE-100购于美国 QuantiChrom。大型溞 M4 培养
液均由分析纯药剂配置。所有工作液均现配现用。
以 1 mg·mL-1的浓度溶于 DMSO配制 BDE-47母液。
1.2 实验仪器与设备

恒温培养振荡器(世光 SPH-200D，上海)、生物
人工气候箱(江南 RXZ-500D，宁波)、体式显微镜(O-
LYMPUS SZ61，日本)、CCD 显微数码成像系统(O-
LYMPUS DP72，日本)、冷冻高速离心机 (LABNET
C2500，美国)和全光谱酶标仪(Thermo，美国)等。
1.3 大型溞毒性实验

所有实验均使用新生的幼溞(出生 24 h 内的幼
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溞)。实验分为两部分，48 h 急性毒性实验和 21 d
慢性毒性实验。
(1)大型溞 48 h急性毒性实验

在预实验基础上，确定大型溞急性毒性实验的浓

度范围。按照 OECD的标准方法进行急性毒性暴露
实验[21]。用 BDE-47的 DMSO 母液溶于 M4 培养液
配制出不同浓度，分别设置 12.5、25、50、100、200 和
400 μg·L-1 6 个浓度级，同时设置 1 个空白组(CK)以
及溶剂空白组(CKs)。实验在 100 mL的烧杯中进行，
每个烧杯盛有 80 mL溶液，随机放置 5 只幼溞，每个

浓度设置 5个平行，在急性毒性暴露过程中，不投饵，

不更换试液。暴露实验结束后，记录大型溞的运动抑
制率和心跳速率。整个急性暴露实验重复 2次。
(2) 大型溞 21 d慢性毒性实验

大型溞 21 d 慢性毒性实验的培养条件与急性

实验的培养条件基本相同，实验过程遵循 OECD 方

法[16-17]。根据急性毒性实验和 21 d大型溞预实验结
果，并且结合已报道的 BDE-47 在水体中的各种浓
度，设置 5 个浓度级，分别是 0.5、1、2、4 和 8 μg·L-1，
同时设置 1 个空白组(CK)以及溶剂空白组(CKs)。
选用 100 mL烧杯，烧杯内有 80 mL暴露溶液，随机

放置 1 只幼溞，每个处理设置 10 个平行。所有处理
组的暴露溶液每 2 天在投饵前更换 1 次。每天投放
斜生栅藻(90 000 个·mL-1 )，每隔 10 天更换烧杯以防
止 BDE-47 及其衍生物附着在烧杯壁上影响实验结
果。同时记录大型溞第 1 次产仔时间、个数、产仔总
数和母溞的死亡率。21 d 暴露实验结束后，测定母
溞的胆碱酯酶(ChE)、谷胱甘肽硫转移酶(GST)以及
过氧化氢酶(CAT)的酶活性。整个慢性暴露实验重
复 2 次。
1.4 毒性评价终点

1.4.1 急性毒性评价终点

依照 OECD 的标准方法测定大型溞的活动抑

制率。使用 Karber法计算暴露 48 h 后大型溞活动
抑制率，计算相应的 BDE-47 的 EC50值。
使用改进的 Baylor 法测定大型溞的心跳速

率[22]。经过 48 h实验，从每个处理当中随机选择 5
只大型溞(存活的大型溞都被计算在内)，通过体式

显微镜和 CCD 显微影像设备以 AVI (50 fps)格式记

录大型溞心跳影像至电脑内，通过慢速播放记录 1

min内大型溞心跳次数。
1.4.2 慢性毒性评价终点

(1)大型溞的死亡率和繁殖情况

按照 OECD 标准方法的要求每天定时记录大

型溞的死亡率。当大型溞开始繁殖后，记录繁殖时
间、每胎繁殖个数，每天定时将新生的幼溞移除、计
数，实验最后记录存活的幼溞总数[16-17]。
(2)ChE、GST、CAT 酶活性测定
21 d慢性毒性暴露实验结束后，从各个处理当

中随机选取 9 只母溞，随机分为 3 组放入 1.5 mL离

心管，先用超纯水润洗 5 次，后加入 50 μL蛋白质抽
提试剂冰浴研磨后，静置 30 min，放入冷冻高速离心

机 4℃下 10 000 g离心 20 min，取上清液待测。
采用改进的 BCA法测定蛋白质浓度[23]。胆碱酯

酶(ChE)活性采用改进的 Ellman 标准方法测定[24]，放

置于 96孔板于 412 nm处比色，测定其第 2 和 10 分

钟吸光值的变化，以此计算出 ChE酶活性(mU·mg-1 )。
GST 酶活性测定采用 Habig等[25]提出的方法。

由 5 mmol·L-1 Tris(pH 7.5)、5 μmol·L-1 CDNB、0.5
mmol·L-1 GSH 以及约 5 μg蛋白质样品组成 150 μL
反应体系。反应开始前 25℃温浴，通过加入谷胱甘
肽启动反应。96 孔板放入酶标仪 340 nm下进行时
间扫描，得出单位时间内吸光值的变化。酶活性的
单位为 nmol·min-1·mg-1。
CAT 酶活性的测定基于已有的标准方法[26]。

150 μL反应体系，包括 5 μg左右的蛋白质样品，H2
O2-Tris 缓冲液的复合液(pH 7.4，750 μmol·L

-1 H2
O2)，在 240 nm下进行时间扫描，得出单位时间内吸

光度的变化。酶活性的单位为 μmol·min-1·mg-1。
1.5 数据统计与分析

急性毒性实验中 BDE-47 对大型溞活动抑制率
的 EC50通过 Karber方法计算

[27-28]，公式如下:

InEC50 = Xk - d(∑
n

i
Pi - 0.5)

Xk是大型溞活动抑制率为 100%所对应 BDE-
47 浓度的对数，d是相邻两组对数量之差，是各个处

理组活动抑制率的总和(以小数表示，包括 Xk所在

的处理组)。
对大型溞急性和慢性毒性效应数据进行正态分

布检验(采用 Shapiro-Wilk test 检验)、方差齐性检验
(采用 Levene’s test 检验)。在数据符合正态分布且
等方差性前提条件下，使用方差分析(ANOVA)检验

其显著性差异，并利用多重比较检验 (Post Hoc

Tests)(LSD test，最小显著差异法)分析处理之间的

差异显著性。若数据不符合正态分布或存在不等方
差性时，采用非参数检验(Kruskal-Wallis test)分析其
显著性差异。所有数据统计分析均在 SPSS 13.0 分
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析软件中进行。

2 结果与分析( Results and analysis)
2.1 BDE-47 对大型溞的急性毒性
由表 1 可知，DMSO(体积百分数为 0.1% )溶剂

空白对照组(CKs)与空白对照组(CK)中的大型溞活

动抑制率无显著性差异(P > 0.05)，空白和溶剂空白

� 组中的大型溞均未见不良反应，表明实验中 0.1%的

DMSO 助溶剂没有对大型溞的活动造成明显的影

响。根据 48 h 急性暴露实验数据，计算出 BDE-47
对大型溞 48 h活动抑制率的 EC50为 112.5 μg·L

-1。
BDE-47 对大型溞的心跳速率的影响见表 1。

ANOVA 检验说明 3 个低浓度处理组中大型溞的心

率和空白组无显著差异，多重比较检验显示暴露于

100 和 200 μg·L-1 BDE-47 后，大型溞的心跳速率显
著上升。

表 1 大型溞暴露于 BDE-47 48 h后活动抑制率和心跳速率

Table 1 Immobilization and heart rate of D. magna

after exposure to BDE-47 for 48 h
BDE-47 浓度/(μg·L - 1 ) 活动抑制率/% 心率/(次·min - 1 )

CK 0 263 ± 13

CKs 0 259 ± 12

12.5 0 277 ± 13

25 0 274 ± 8

50 0 282 ± 14

100 45 284 ± 16*

200 85 318 ± 24**

400 100 -

注: 大型溞心率为平均值 ±标准差(n = 10); * 表示与对照组差异显

著(P < 0.05); * * 表示与对照组差异非常显著(P < 0.01)。

2.2 BDE-47 对大型溞的慢性毒性
大型溞 21 d 慢性毒性实验中母溞死亡率和产

仔情况见表 2。溶剂空白和空白对照中所有母溞在
实验结束时均存活，产仔情况无明显差异。最高浓
度处理(8 μg·L-1 )的大型溞全部死亡。各个浓度处
理第 1 次产仔时间和空白对照相比，均有延迟。在
实验设置的各浓度组中大型溞的繁殖能力受到明显

抑制，生殖周期滞后，子代数量大幅减少(P <0.01)。
慢性暴露之后(21 d)，由图 1 可见，溶剂空白和

空白对照组中 ChE、GST 和 CAT 酶活性均无显著
差异，说明大型溞长时间接触助溶剂 DMSO，未出

现不良反应。

表 2 大型溞暴露于 BDE-47 21 d后母溞死亡率和产仔数量

Table 2 Morality and fecundity of maternal

D. magna after exposure to BDE-47 for 21d
BDE - 47 浓度

/(μg·L - 1 )

死亡率

/%

第 1 次产仔

时间/d

第 1 次产仔数

/(个/母溞)

产仔总数

/(个/母溞)

CK 0 8 ± 0 8 ± 4 161 ± 19
CKs 0 8 ± 0 8 ± 4 158 ± 20
0.5 0 9 ± 0 7 ± 5* 92 ± 18**

1 0 9 ± 0 6 ± 3** 67 ± 13**

2 0 11 ± 2 5 ± 4** 17 ± 10**

4 30 14 ± 1 1 ± 3** 4 ± 6**

8 100 - 0** 0**

注: 大型溞产仔数为平均值 ±标准差(n = 20); * 表示与对照组差异
显著(P < 0.05); * * 表示与对照组差异非常显著(P < 0.01)。

2 和 4 μg·L-1的 BDE-47 对大型溞的 ChE活性
产生显著影响(F =13.036，P = 0.002 < 0.01)，0.5 和 1

� μg·L-1的 BDE-47 对大型溞 ChE酶活性未产生显著
影响(图 1a)。多重比较显示，在 2 μg·L-1处理组中的
母溞 ChE 酶活性水平显著低于空白对照 (F =

� 35.356，P = 0.001)。经过 21 d 慢性暴露，母溞的
� GST酶活性受到一定的抑制，其中 2 μg·L-1的 BDE-

47 对 GST 酶活性抑制显著(图 1b)(P < 0.05)。BDE-
� 47慢性暴露 21 d 显著影响 CAT 活性水平(F = 33.

� 239，P = 0.000)(图 1c)。在 4 μg·L-1 BDE-47 的处理
� 组中，母溞 CAT 酶活性水平比空白组高出 2 倍。

3 讨论( Discussion)
3.1 BDE-47 对大型溞的急性毒性效应
国内关于大型溞急性毒性的研究大多以大型溞

的死亡作为评价终点[15,26,29-30]，研究结果 LC50与污染

物在环境中的真实含量有较大差距。因而，本研究
选取了 OECD 推荐的活动抑制率以及常用于药理

学研究的心跳速率这 2 个参数，在污染物浓度相对

较低的情况下，探究 BDE-47 对大型溞的毒性效应。
本研究测得的 BDE-47 对大型溞活动抑制率的

48 h-EC50为 112.5 μg·L
-1，与 Tang等[26]的报道结果

相近。目前关于 BDE-47 对大型溞心率影响的研究
较少，但可参考其他类似物质刺激大型溞心率的研

究[31-32]。BDE-47 可诱导大型溞的心率，甚至在活动
被抑制的个体中也存在心跳速率加快现象。彭颖
等[15]研究发现，BDE-47 对大型溞的 48 h-LC50为 1.
04 mg·L-1，高于本研究 BDE-47 对大型溞活动抑制
率的 48 h-EC50以及大型溞心率诱导浓度 (100 μg·
L-1 )，说明急性毒性实验中大型溞活动抑制率、心跳
速率比致死率更为敏感。
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图 1 21 d慢性 BDE-47 暴露对大型溞 ChE、GST和
CAT酶活性的影响; ( a) ChE酶，( b) GST酶，( c) CAT酶
注: 大型溞各个酶活性表达为平均值 ±标准差( n =6) ;

* 表示与对照组差异显著( P < 0.05);

* * 表示与对照组差异非常显著(P < 0.01)。

Fig. 1 Effects of 21 d-chronic exposure to BDE-47 on ChE,
GST and CAT activities of D. magna; (a) ChE, (b) GST, (c) CAT

3.2 BDE-47 对大型溞存活和繁殖的影响
21 d慢性暴露实验中，大型溞死亡率和生殖率

是 OECD 标准中的传统指标[16-17]。21 d 慢性暴露
后，浓度为 8 μg·L-1的 BDE-47 处理组中，母溞的死
亡率为 100%。类似地，Drottar等[33]研究发现，经过
21 d慢性暴露，浓度为 20 μg·L-1的 PeBDPO 对大型
溞的致死率为 100%。而在急性毒性实验中，BDE-
47 的致死浓度远远高于 8 μg·L-1，这说明大型溞不
能长时间抵抗 BDE-47 的毒性胁迫。21 d 暴露实验
中，空白组每只母溞的产仔总数为(161 ± 19) 个/母
溞，这与其他有关大型溞生殖率的研究结果相

似[34-38]。本研究发现，暴露于 BDE-47 各处理组中
的母溞第 1 胎产仔时间延后，每胎子代数量减少，总

子代数量大幅减少。类似地，有研究发现母溞繁殖
率在 0.8 ～ 4 μg·L-1的 BDE-47 处理组中受到抑制，
这可能是因为溞体在自我调整过程中用于生长繁殖

的能量有所降低[15-39]。
3.3 BDE-47 对大型溞酶活性的影响
类胆碱系统在生物体神经系统内起着很重要的

作用，胆碱酯酶(ChE)是类胆碱系统的关键组成成

分，ChE酶活性被抑制会增加乙酰胆碱，乙酰胆碱的

增加会导致神经突触的减少，对神经系统造成器质

性损伤[40]。好氧生物自身进化出一系列的抗氧化
防御机制来控制活性氧自由基(ROS)对细胞的氧化

损伤[41]。过氧化氢酶(CAT, EC1.11.1.6)是重要的抗
氧化酶类，而谷胱甘肽硫转移酶(GST, EC 2.5.1.18)

被认为是解毒机制中重要的酶，在生物体内广泛存

在，具有消除体内自由基和解毒双重功效[25]。
慢性毒性暴露(21 d)之后，空白组母溞的 ChE、

GST 和 CAT 酶活性分别为(17.43 ± 0.26) mU·mg-1、
(80.63 ± 8.90) nmol·min-1·mg-1、(63.19 ± 1.79) μmol·
min-1·mg-1 (图 1)。ChE活性在以往研究所得的范围
之内(2.5 ～ 62.3 mU·mg-1 )[42-45]。GST 和 CAT 酶活
性与 Tang等[26]和 Jemec等[46]研究结果基本一致。
慢性暴露实验测量大型溞 ChE 酶活性的研究

较少，本研究发现经过慢性毒性暴露，高浓度 BDE-
47 对胆碱酯酶活性明显抑制(图 1a)。Han等[47]研究
BDE-47 对鲫鱼(Carassius aurate)的 ChE酶活性为抑

� 制效应，斑马纹贻贝 (Dreissena polymorpha)体内也

� 有相同的现象[48]，这与本研究结果相近。但是也有
一些研究结果显示，BDE-47 对胆碱系统以及 ChE
酶活性没有显著影响[49]。可见，BDE-47 对不同生
物体 ChE酶活性的影响不同。这或许与各个机体
应对 BDE-47 的机制不同有关。
关于 BDE-47 对大型溞 CAT 酶活性影响的报
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道较少。但已有许多其他污染物对大型溞 CAT 活
性影响的相关研究[50]，结果显示，母溞 CAT 活性会

受到毒物的诱导。在 21 d 慢性暴露中，BDE-47 可
诱导 CAT 活性，且呈现一定浓度效应关系(图 1c)。
其中，4 μg·L-1处理组比空白组母溞 CAT 酶活性水
平增加了约 2 倍，CAT 酶活性提高可能是由于

BDE-47 生物转化代谢过程中产生了过氧化氢所
致。大型溞在 8 μg·L-1的处理组中全部死亡，说明
CAT 酶活性的提高没能对抗较高浓度 BDE-47 的
毒性压力。
慢性暴露实验中对母溞 GST 酶活性的测量相

对较少。本研究发现，大型溞暴露于各浓度的
BDE-47 中 21 d后，GST 活性基本没有变化，低浓度
稍有抑制(图 1b)。BDE-47 低浓度抑制母溞 GST 的
机理有待于进一步研究。
综上所述，本研究考察了大型溞在个体层次上

(活动抑制率、存活率、生殖能力)和组织细胞层次上
(神经、代谢、抗氧化)对 BDE-47 的毒性胁迫反馈。
在急性毒性实验中，BDE-47 对大型溞活动抑制率
的 48 h-EC50为 112.5 μg·L

-1。急性暴露后 BDE-47
可增加大型溞的心率。慢性暴露 (21 d)实验中，
BDE-47 对大型溞存活率和生殖能力均有较大影
响。BDE-47 在一定程度上抑制了母溞 ChE和 GST
酶活性，这说明大型溞体内的代谢机制并没有被诱

导，神经活性也受到抑制，ChE在高浓度下被抑制，

GST 在低浓度下被抑制，但总体而言，抑制率均不

高。BDE-47 大幅度诱导了 CAT 的活性，并呈现一
定的剂量效应关系。但是，应该注意到大型溞并没
能在高浓度的 BDE-47 中存活，说明大型溞不能长
时间抵抗高浓度 BDE-47 所带来的毒性胁迫。

通讯作者简介:史雅娟(1971—)，女，博士，副研究员，研究方
向为污染生态学，近期的研究重点为持久性有机污染物的生
态效应、生态风险评价及管理对策。
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