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摘要: 2￣巯基噻唑啉是一种被广泛应用的抗腐蚀剂和光亮剂ꎬ然而它的一些残留物会对环境造成损坏ꎬ为探究 2￣巯基噻唑啉

的毒性作用ꎬ采用光谱学技术和分子对接技术来考察 2￣巯基噻唑啉和过氧化氢酶的相互作用影响ꎬ其中酶活性实验表明 2￣巯
基噻唑啉会抑制过氧化氢酶的活性ꎬ分子对接结果显示 2￣巯基噻唑啉会结合在过氧化氢酶的活性位点处ꎬ并最终导致过氧化

氢酶空间结构和微环境的变化ꎬ根据荧光测试结果ꎬ表明 2￣巯基噻唑啉和过氧化氢酶之间的猝灭方式为静态猝灭ꎮ 通过测量

不同温度下的结合位点数、结合常数以及热力学常数ꎬ显示 2￣巯基噻唑啉与过氧化氢酶主要通过氢键和范德华力相结合ꎮ 该

研究从分子水平上考察了 2￣巯基噻唑啉对蛋白质的毒性作用ꎬ对于阐明污染物的毒性机理具有重要意义ꎮ
关键词: 2￣巯基噻唑啉ꎻ过氧化氢酶ꎻ多种光谱技术ꎻ分子对接
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: 2￣Mercaptothiazoline (2￣MT) is a kind of widely used corrosion inhibitor and brightener. The residue of

2￣MT in the environment is potentially harmful. To evaluate the toxicity of 2￣MT at the protein level, the effects of

2￣MT on catalase (CAT) were investigated by multiple spectroscopic techniques and molecular modeling. The en￣
zyme activity experiment indicated that the CAT activity was inhibited by 2￣MT. Molecular docking results revealed

that 2￣MT bound into the CAT active site, which further led to some secondary structure and micro￣environmental

changes of CAT. According to the fluorescence results, the quenching mechanism of fluorescence of CAT by 2￣MT

was a static quenching procedure. The number of binding sites n, the binding constant k and the thermodynamic

parameters at different temperatures were also measured. The results indicated that 2￣MT can interact with CAT to

form a complex mainly by van der Waals' interactions and hydrogen bonds. In this paper, we studied the toxic

mechanism between 2￣mercaptothiazoline and protein at the molecular level, which will consequently be significant
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to learn the toxic effect of pollutants.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: 2￣mercaptothiazoline; catalase; multi￣spectroscopic techniques; molecular docking

　 　 过氧化氢酶(catalaseꎬCAT)是一种大量存在于

肝脏中的氧化还原酶ꎬ能催化 H2 O2分解成 H2 O 和

O2ꎬ从而清除在细胞中的 H2 O2ꎬ使其不再进一步产

生毒性很大的羟基自由基ꎬ是一种重要的肝脏保护

酶[1]ꎮ 近来有研究报道过氧化氢酶和某些肿瘤、糖
尿病、衰老及氧化应激有关ꎬ但其机理尚不明确[2￣3]ꎮ

2￣巯基噻唑啉(2￣mercaptothiazolineꎬ2￣MT)是一

种杂环有机化合物ꎬ可作为一种抗腐蚀剂ꎬ光亮剂ꎬ
橡胶抗氧化剂广泛应用于各种工业生产中[4]ꎬ据报

道ꎬ该物质存在于江河、城市径流等环境中ꎬ因此ꎬ2￣
巯基噻唑啉及其残留物会对环境造成危害[5]ꎮ 2￣巯
基噻唑啉对实验动物的毒性作用已有较多的报道,

其对哺乳动物的甲状腺具有显著毒性[6]ꎮ 然而从分

子水平评价 2￣巯基噻唑啉对免疫系统关键酶的毒

性影响尚未见报道ꎬ本文采用多种光谱技术和分子

对接法研究了 2￣巯基噻唑啉对过氧化氢酶的毒性

作用机理ꎬ通过探讨 2￣巯基噻唑啉对过氧化氢酶的

活性和骨架结构的影响ꎬ以及两者之间的结合位点ꎬ
结合常数和作用力类型ꎬ本研究可以将为评价 2￣巯
基噻唑啉的毒性提供基础数据和参考ꎮ

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

过氧化氢酶(取自牛肝)购于美国 Sigma 公司ꎬ
配制成 1.0×10

￣5
molL

￣1的储备液ꎬ放置在 0~ 4 ℃的

冰箱中保存ꎮ 2￣巯基噻唑啉购于国药集团化学试剂

有限公司ꎬ配制成 1.0×10
￣3

molL
￣1的储备液于 0 ~ 4

℃的冰箱中保存ꎮ 0.2 molL
￣1磷酸缓冲盐溶液(pH

7.4)作为缓冲溶液ꎬ购于国药集团化学试剂有限公

司ꎮ 其他试剂均为分析纯ꎬ实验用水为超纯水ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 过氧化氢酶活性测定

过氧化氢酶活性可以利用分光光度法测定过氧

化氢溶液在 240 nm 处的吸光度的变化ꎬ过氧化氢酶

活性抑制率可以通过以下公式计算得到[7]:

Inhibition rate =
ΔA1

ΔA0

× 100% (1)

ΔA1和 ΔA0是在 2￣巯基噻唑啉分别存在和不存在

� 时ꎬ过氧化氢溶液在 240 nm 处 2 min 内吸光度的变

化值ꎮ

１.２.２　 紫外可见吸收光谱

UV￣6100 双光路紫外可见分光光度计(上海美

谱达仪器有限公司)ꎬ用于紫外可见吸收光谱的测

量ꎬ狭缝宽度为 2 nmꎬ扫描范围为 200~240 nmꎮ
１.２.３　 荧光光谱

RF￣5301PC 分子荧光分光光度计(日本 Hitachi

公司) 用于所有荧光光谱的测量ꎬ激发波长为 280

nmꎬ激发和发射光狭缝均为 5 nmꎬ扫描范围为 280~
500 nmꎮ

同步荧光测量的波长差 Δλ 分别为 15 nm(扫描

范围为 260~340 nm)和 60 nm(扫描范围为 300~400

nm)ꎬ激发和发射光狭缝均为 5 nmꎮ
１.２.４　 圆二色谱

MOS￣450/AF￣CD 圆二色谱仪 (法国 Bio￣Logic

公司)用来测定 CD 光谱值ꎬ宽带为 4 nmꎬ扫描范围

为 200~260 nmꎬ扫描速度为 1 nm2s
￣1ꎮ

１.２.５　 分子对接

分子对接利用 AutoDock 4.2 软件完成ꎬ过氧化

氢酶的分子结构(1TGU. pdb)从 Protein Data Bank 数

据库获得[8]ꎬ2￣巯基噻唑啉分子的 3D 结构从网站

(http://zink.docking.org/)下载[9]ꎮ 利用 AutoDock 软

件探索了 2￣巯基噻唑啉的中心位置和可旋转键ꎬ对
过氧化氢酶进行去水、加氢、加电荷的操作ꎬ在过氧

化氢酶分子上设置模拟范围后ꎬ选取 LGA 的计算方

法进行分子对接的模拟计算ꎬ最后选取结合自由能

最低的构象用于后续分析ꎮ

２　 结果与讨论(Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
２.１　 ２￣巯基噻唑啉对过氧化氢酶活性影响

2￣巯基噻唑啉对过氧化氢酶的活性影响见图

1
[10]ꎬ从图中可以看出ꎬ对于每一组染毒时间ꎬ随着

2￣巯基噻唑啉浓度的增加ꎬ过氧化氢酶的活性是降

低的ꎮ 另外ꎬ当 2￣巯基噻唑啉不存在的时候ꎬ可以

发现ꎬ染毒时间对过氧化氢酶的活性没有影响ꎬ但
是ꎬ当 2￣巯基噻唑啉存在时ꎬ染毒时间就会影响过

氧化氢酶的活性ꎮ 对于浓度为 3×10
￣5

molL
￣1和 1×

10
￣4

molL
￣1的 2￣巯基噻唑啉ꎬ当染毒时间达到 120

min 时ꎬ发现过氧化氢酶的相对活性分别下降至最

初的(0 min) 78.6% 和 84.3% ꎬ由此我们可以得出ꎬ2￣
巯基噻唑啉的浓度和染毒时间都会对过氧化氢酶的

活性产生显著影响ꎮ
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图 １　 ２￣巯基噻唑啉对过氧化氢酶的活性影响图

注:反应条件为过氧化氢酶 1.0×10￣6 molL￣1ꎻ2￣巯基噻唑啉(单位 10￣5

molL￣1)分别为 Aꎬ0ꎻBꎬ3ꎻCꎬ10ꎻpH 7.4ꎻT=291 Kꎮ(* )表示与 A(每一个

染毒时间无 2￣巯基噻唑啉)相比显著性差异ꎬ* P < 0.05(t￣test)ꎬn =3ꎮ

Fig. 1　 Effect of 2￣MT on the activity of CAT

Note: CAT, 1.0×10￣6 molL￣1 ; 2￣MT/(10￣5 molL￣1): A, 0; B, 3;

C, 10; pH 7.4; T =291 K. (* ) indicates significant difference from

A (without 2￣MT for each incubation time), * P < 0.05(t￣test), n =3.

图 ２　 不同浓度 ２￣巯基噻唑啉下过氧化氢酶

的紫外可见吸收光谱图

注:反应条件为过氧化氢酶 1.0×10￣7molL￣1ꎻ2￣巯基噻唑啉 (a~d) 0

molL￣1ꎬ1×10￣5 molL￣1ꎬ2×10￣5molL￣1ꎬ3×10￣5 molL￣1ꎻT=291 Kꎮ

Fig. 2　 UV￣vis spectra of CAT in the presence of different

concentrations of 2￣MT (vs the same concentration of 2￣MT solution)

Note: CAT, 1.0×10￣7 molL￣1 ; 2￣MT (a￣d) 0 molL￣1 ,

1×10￣5 molL￣1 , 2×10￣5 molL￣1 , 3×10￣5 molL￣1 ; T =291 K.

图 ３　 过氧化氢酶的同步荧光光谱图

注:反应条件为(a) Δλ = 15 nmꎬ(b) Δλ = 60 nmꎮ 过氧化氢酶,1.0×10￣7 molL￣1ꎻ2￣巯基噻唑啉(a~ g) 0 molL￣1ꎬ1×10￣5 molL￣1ꎬ2×10￣5 molL￣1ꎬ

3×10￣5 molL￣1ꎬ4×10￣5 molL￣1ꎬ5×10￣5 molL￣1ꎬ6×10￣5 molL￣1ꎻpH 7.4ꎻT = 291 Kꎮ

Fig. 3　 Synchronous fluorescence spectra of CAT

Note: (a) Δλ = 15 nm and (b) Δλ = 60 nm. CAT, 1.0×10￣7 molL￣1 ; 2￣MT (a￣g) 0 molL￣1 , 1×10￣5 molL￣1 , 2×10￣5 molL￣1 ,

3×10￣5 molL￣1 , 4×10￣5 molL￣1 , 5×10￣5 molL￣1 , 6×10￣5 molL￣1 ; pH 7.4; T = 291 K.

２.２　 过氧化氢酶空间结构变化的研究

２.２.１　 紫外可见吸收光谱

紫外可见吸收光谱是一种可以用来探索蛋白质

骨架结构变化的方法ꎬ我们可以从图 2 中看出ꎬ在
205 nm 处过氧化氢酶有很强的一个吸收峰ꎬ随着 2￣
巯基噻唑啉的浓度不断增加ꎬ过氧化氢酶的最大吸

收峰的值不断降低ꎬ并伴有红移ꎬ表明 2￣巯基噻唑

啉对过氧化氢酶的骨架结构有影响ꎬ并使过氧化氢

酶的骨架变得松散[11]ꎮ
２.２.２　 同步荧光光谱

同步荧光能够灵敏地反映生色团微环境的变

化[12]ꎮ 通过固定激发与发射的波长差(Δλ)ꎬ采用同

步扫描激发和发射器ꎬ就可以得到同步荧光光谱图ꎬ
它可以用来判断蛋白质的结构变化ꎬ当固定波长差

(Δλ)分别为 15 nm 和 60 nm 时ꎬ扫描得到的同步荧光

光谱给出的分别是酪氨酸和色氨酸的特征信息[13￣14]ꎮ
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图 ４　 ２￣巯基噻唑啉和过氧化氢酶作用后的 ＣＤ 光谱图

注:反应条件为过氧化氢酶,1×10￣7 molL￣1 ; 2￣巯基噻唑啉

在 CAT￣2￣MT 复合物中的浓度(a~ b) 为 0, 1×10￣6 molL￣1ꎮ

Fig. 4　 CD spectra of CAT and 2￣MT￣CAT system

Note: CAT, 1×10￣7 molL￣1 ; 2￣MT concentrations

in CAT￣2￣MT system (a￣b) were 0, 1×10￣6 molL￣1 .

图 3a 显示随着 2￣巯基噻唑啉浓度的增加ꎬ发射峰的

位置几乎没有发生明显的移动ꎬ由此可以看出 2￣巯
基噻唑啉与过氧化氢酶作用之后对酪氨酸残基所处

的微环境作用影响不大ꎮ 图 3b 可以看出随着 2￣巯
基噻唑啉浓度的增加ꎬ发射峰有了明显的红移(335.5

~343.6 nm)ꎬ红移说明了过氧化氢酶的结构发生了

变化ꎬ色氨酸微环境的亲水性增强ꎮ
２.２.３　 圆二色谱

圆二色谱可以较准确地反映蛋白质二级结构的

变化ꎮ 从图 4 中可以看出ꎬ过氧化氢酶的 CD 光谱

在 208 nm 和 222 nm 处有 2 个负峰ꎬ它反映的是蛋

白质 α 螺旋的特征信息[15]ꎮ 然后我们利用 CDPro

软件可以得出过氧化氢酶分子中 α 螺旋ꎬβ 折叠以

及无规则卷曲的含量ꎮ 从表 1 可以看出随着 2￣巯基

噻唑啉浓度的增大ꎬα 螺旋降低了 0.7% ꎬβ 折叠增

加了 0.4% ꎬ这就说明 2￣巯基噻唑啉过氧化氢酶二级

结构产生了一定的影响ꎬ使其二级结构发生改变[16]ꎮ
２.２.４ 分子对接

为了确定 2￣巯基噻唑啉在过氧化氢酶上的具

体结合位置ꎬ本实验采用分子对接的方法来对两者

的结合位置进行模拟ꎮ 图 5a 为 2￣巯基噻唑啉在过

氧化氢酶分子上最可能的结合位置ꎬ从图中可以看

出 2￣巯基噻唑啉结合在过氧化氢酶 D 链的活性位

点附近ꎬ这可能会影响过氧化氢酶的催化活性ꎮ 图

5b 为两者结合位点的局部图ꎬ分子对接结果表明 2￣
巯基噻唑啉与过氧化氢酶的主要作用力为氢键和范

德华力ꎬ在 2￣巯基噻唑啉分子上的 H 原子与过氧化

氢酶 A 链 GLU70 氨基酸残基上的 OE1 原子间存在

氢键作用ꎬ在二者的结合的过程中也存在静电力和

疏水力ꎬ但氢键和范德华力起主要作用ꎮ

图 ５　 ２￣巯基噻唑啉与过氧化氢酶的结合位置(ａ)和两者结合的局部(ｂ)图 (虚线表示氢键作用)
Fig. 5　 Binding site of 2￣MT in CAT (a) and detailed illustration of the binding between 2￣MT and CAT (b)

(The hydrogen bond between 2￣MT and CAT is indicated by black dashed lines)

表 １　 ２￣巯基噻唑啉对过氧化氢酶二级结构含量变化的影响

Table 1　 Effects of 2￣MT on the percentage of secondary structural elements in CAT at 291 K

CAT 和 2￣MT 的摩尔比

Molar ratio of CAT to 2￣MT

过氧化氢酶二级结构含量 Secondary structural elements in CAT

α￣螺旋/% α￣ Helix/% β￣折叠/% β￣Sheet/% 转角/% Turns/% 不规则卷曲/% Unordered/%

1:0

1:10

19.7

19.0

31.1

31.5

23.3

23.6

25.8

25.9
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图 ６　 ２￣巯基噻唑啉对过氧化氢酶荧光强度的影响

注:反应条件为过氧化氢酶 1.0×10￣7molL￣1ꎻ2￣巯基噻唑啉(a~g) 0 molL￣1ꎬ

1×10￣5 molL￣1ꎬ2×10￣5 molL￣1ꎬ3×10￣5 molL￣1ꎬ4×10￣5 molL￣1ꎬ

5×10￣5 molL￣1ꎬ6×10￣5 molL￣1ꎻpH 7.4; T = 291Kꎮ

Fig. 6　 The influence of 2￣MT on the fluorescence

emission spectra of CAT

Note: CAT, 1.0×10￣7 molL￣1 ; 2￣MT (a￣g) 0 molL￣1 ,

1×10￣5 molL￣1 , 2×10￣5 molL￣1 , 3×10￣5 molL￣1 , 4×10￣5 molL￣1 ,

5×10￣5 molL￣1 , 6×10￣5 molL￣1 ; pH 7.4; T = 291K.

２.３　 过氧化氢酶与 ２￣巯基噻唑啉的结合特性

２.３.１　 荧光猝灭

过氧化氢酶在 330 nm 处具有较强的荧光峰(见

图 6)ꎬ随着 2￣巯基噻唑啉浓度的增加ꎬ过氧化氢酶

的荧光峰强度不断下降ꎬ说明 2￣巯基噻唑啉对过氧化

氢酶的荧光具有猝灭作用ꎬ二者之间存在相互作用ꎮ
荧光猝灭分为静态猝灭和动态猝灭ꎮ 本实验根据

Stern￣Volmer 方程进一步判断荧光猝灭的类型[17]ꎮ
F0

F
= 1 + Ksv[Q] = 1 + kqτ0[Q] (2)

式中 F0和 F 分别为未加入和加入猝灭剂时的

� 荧光强度ꎬKSV 为 Stern￣Volmer 猝灭常数ꎬkq 为猝灭

� 速率常数ꎬτ0为无猝灭剂存在时荧光分子的平均寿

图 ７　 在不同温度下 ２￣巯基噻唑啉与

过氧化氢酶作用后的 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 图
Fig. 7　 Stern￣Volmer plots for the quenching of CAT by 2￣MT

at different temperatures

命(其值为 10
￣8

s
[18]

)ꎬ[Q]为猝灭剂的浓度ꎮ
当猝灭常数随着温度的升高而增大ꎬ则猝灭类

型为动态猝灭ꎮ 当猝灭常数随着温度的升高而减

小ꎬ则为静态猝灭ꎮ 从表 2 可以看出 KSV随着温度

� 的升高而下降ꎬ可以判断 2￣巯基噻唑啉对过氧化氢

酶的猝灭类型为静态猝灭ꎮ 而且ꎬ动态猝灭常数的

最大值为 2.0×10
10

Lmol
￣1s

￣1 [19]
,在本实验中ꎬ不同

温度下的 Kq值都远大于 2.0×10
10

Lmol
￣1s

￣1ꎬ从而

� 进一步验证了 2￣巯基噻唑啉对过氧化氢酶的猝灭

类型为静态猝灭ꎮ
２.３.２　 结合常数

对于静态猝灭ꎬ小分子和蛋白质的结合常数和

结合位点数可以通过以下公式得到[20]:

lg
(F0

－ F)

F
= lgKa + nlg[Q] (3)

式中 F0ꎬF 和[Q]与公式(2)的表示一致ꎬKa为结合常

� 数ꎬn 为结合位点数ꎮ

表 ２　 在不同温度下 ２￣巯基噻唑啉与过氧化氢酶相互作用的 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ 猝灭常数

Table 2　 Stern￣Volmer quenching constants for the interaction of 2￣MT with CAT at different

temperatures

pH T/K Ksv /(×104 Lmol￣1s￣1) Kq /(×1012 Lmol￣1s￣1) R S.D.

7.4

7.4

7.4

7.4

291

300

309

318

1.5850

1.4642

1.3450

1.2291

1.5850

1.4642

1.3450

1.2291

0.9935

0.9939

0.9922

0.9910

0.0429

0.0384

0.0398

0.0391

注: R 代表线性相关系数ꎻS.D.代表 KSV值的标准偏差ꎮ
Note: R is the correlation coefficient; S.D. is the standard deviation for the KSV values.
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由表中数据可知ꎬ在不同温度下的 Ka和 n 值ꎬn 值约

� 为 1ꎬ表明二者的结合位点数为 1ꎬ即二者以约 1:1 的

比例结合ꎬKa值反映了二者之间的作用力较强[21]ꎮ
２.３.３　 作用力判断

小分子与生物大分子之间的作用力包括很多类

型ꎬ包括氢键、范德华力、静电引力、疏水作用力等ꎬ
在本试验中模拟的是生物体内环境ꎬ因此条件比较

温和温度变化不大ꎬ反应的焓变 ΔHo可视作常数ꎬ可
以根据热力学公式计算出小分子与生物大分子作用

间的相关热力学参数ꎮ

lnK =－ ΔHo

RH
+

ΔSo

R
(4)

ΔGo
= ΔHo － TΔSo

=－ RTlnKa (5)

其中 K 等同于公式(3)中的 KaꎬR 为理想气体常数ꎮ
Ross 等 [22]根据大量的试验结果ꎬ总结出了小

分子与生物大分子作用的有关热力学参数可以简

单判断其相互作用类型:若 ΔHo
> 0 及 ΔSo

> 0 主

� 要表现为疏水作用ꎻΔHo
< 0 及 ΔSo

> 0 要表现为静

电作用ꎻΔHo
< 0 及 ΔSo

< 0 主要表现氢键或者范德

华作用ꎮ
根据表 3 所示的结合常数 Kaꎬ带入公式(4)(5)计

算ꎬ并以 lnK 对 T￣1作图 8 求得二者结合过程的热力

� 学函数列于表 3ꎮ 从表 3 数据可以看出 ΔGo值为负

� 值ꎬ说明 2￣巯基噻唑啉与过氧化氢酶的结合作用是

自发进行[23]ꎬΔHo和 ΔSo值均为负值说明 2￣巯基噻

图 ８　 ２￣巯基噻唑啉与过氧化氢酶作用的 ｖａｎ'ｔ Ｈｏｆｆ 图
Fig. 8　 van’ t Hoff plot for the binding of 2￣MT to CAT

唑啉与过氧化氢酶之间主要通过氢键和范德华力相

互结合ꎮ
本文利用了光谱和分子对接技术研究了 2￣巯

基噻唑啉对过氧化氢酶的分子毒性作用机理ꎬ结果

表明ꎬ2￣巯基噻唑啉通过氢键和范德华力自发地与

过氧化氢酶按 1:1 的比例相结合ꎬ结合在过氧化氢

酶的活性位点处附近ꎬ从而导致过氧化氢酶的空间

结构发生改变ꎬ并对过氧化氢酶的活性产生抑制作

用ꎮ 该研究为从分子水平上考察 2￣巯基噻唑啉的

毒性作用机理ꎬ也为 2￣巯基噻唑啉的环境风险评价

提供了重要依据ꎮ

表 ３　 过氧化氢酶和 ２￣巯基噻唑啉体系的结合常数与热力学参数

Table 3　 Binding constants and relative thermodynamic parameters of the 2￣MT￣CAT system

T/K Ka /(×104 molL￣1) n R
ΔH°

/(kJmol￣1)

ΔS°

/(Jmol￣1K￣1)

ΔG°

/(kJmol￣1)

291 2.9700 1.1411 0.9987 ￣24.84

300 1.0677 1.0674 0.9973 ￣80.79 ￣192.26 ￣23.11

309 0.4085 0.9554 0.9955 ￣21.38

318 0.1653 0.8333 0.9946 ￣19.65

通讯作者简介:邹路易(1964￣)ꎬ男ꎬ副教授ꎬ硕士生导师ꎬ主要

研究方向为环境污染防治ꎮ
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