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乙炔基雌二醇短期暴露诱导斑马鱼卵巢损伤的恢复机制
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摘要:【目的】探讨乙炔基雌二醇(17α-ethinylestradiol,EE2)短期暴露诱导斑马鱼(Daniorerio)卵巢损伤的恢复机制。【方

法】用100ng·L-1的EE2暴露性成熟斑马鱼雌鱼6d,随后放入清水中自然恢复21d;还设立1个不进行EE2暴露的对

照组进行同步处理。测定此期间实验鱼的体质量、性腺质量、GSI、子代存活率、激素水平和相关基因表达的变化。【结果】

与对照组的情况相比,EE2短期暴露后的斑马鱼雌性成鱼卵巢质量、性腺成熟度(GSI)和后代存活率明显下降,斑马鱼卵

子发生受到严重损伤,血浆雌二醇(E2)的质量浓度下降,肝脏vtg1 基因的表达有所上调,性腺轴中参与卵子发生的

cyp19a1b,gnrh-III,fshβ,lhβ,fshr,lhr,cyp19a1a,cyp17a1,20β-hsd 和era 基因的表达受到明显抑制。在自然恢复期间,

经过EE2短期暴露处理的实验鱼的卵巢质量、GSI和后代存活率均逐渐恢复,卵巢的组织学损伤也随之恢复;在恢复21d
后,上述实验鱼血浆E2质量浓度、肝脏vtg1 基因表达和性腺轴中参与卵子发生的一系列基因的表达均恢复到正常水平。

【结论】EE2短期暴露导致斑马鱼的卵巢损伤是可逆的,但恢复所需时间远长于暴露时间,体现出损伤恢复的时滞性。
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乙炔基雌二醇(17α-ethinylestradiol,EE2)是一种广泛存在于中国地表水环境中的内分泌干扰物(Endocrine
disruptingchemicals,EDCs)[1],具有强烈的雌激素效应,对鱼类的性腺发育、配子发生和繁殖都带来严重影

响[2]。大量研究发现,雄鱼在暴露于EE2后,明显出现雌性化倾向,出现卵黄蛋白(Vitellogenin,VTG)大量合

成、性激素分泌紊乱、性别比例改变、精子数量下降等现象[2-4]。然而,有关EE2对雌鱼性腺干扰作用的研究较

少。最近的研究发现,较高剂量的EE2短期暴露能严重阻断雌鱼正常的卵巢成熟和卵子发生过程,导致卵巢中

早期滤泡比例升高,后期滤泡和成熟滤泡比例下降,并导致后代存活率(Survivalrate)明显降低,甚至使之丧失

生育能力[5-7]。有研究发现,EE2导致的卵巢发育障碍可能与下丘脑-垂体-性腺(Hypothalamic-pituitary-gonad-
al,HPG)轴的紊乱以及配子发生相关基因的表达异常有密切关系[7]。然而,EE2短期暴露所致的卵巢发育障碍

能否恢复? 如能恢复,恢复的具体机理是什么? 目前看来,尚未有明确的答案。为此,笔者用100ng·L-1的

EE2对雌性斑马鱼(Daniorerio)成体进行了6d暴露,在暴露后自然恢复21d,并设立1个不进行EE2暴露的

对照组进行同步处理。然后对EE2恢复过程中的实验鱼的体质量、卵巢质量、性腺成熟度(Gonadosomaticin-
dex,GSI)、与正常雄性交配后子代的存活率和卵巢组织结构进行了分析;为进一步研究EE2短期暴露诱导斑马

鱼卵子发生障碍后的相关恢复机制,用定量PCR(QuantitativeRT-PCR,qRT-PCR)对暴露后及恢复后参与

HPG轴调控的相关基因的表达进行了检测。本研究将为深入研究环境雌激素损伤鱼类生殖能力及生殖毒性的

可逆性提供基础资料。

1材料与方法

1.1试剂和仪器

主要试剂:EE2和助溶剂二甲基亚砜(DMSO)购自Sigma公司;总RNA提取试剂RNAiso、反转录试剂盒
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PrimeScriptRTreagentKit购自大连宝生物(TaKaRa)公司。主要仪器:Eclipse90i型光学显微镜购自Nikon
公司;CFX96TM型实时定量PCR仪购自Bio-Rad公司;Nano-Drop2000型微量分光光度计购自Thermo公司;

KD-3358型石蜡切片机购自科迪仪器设备有限公司。

1.2实验处理与材料收集

实验用野生型斑马鱼雌性成鱼(AB系,120d龄)购自中国科学院水生生物研究所的国家斑马鱼资源中心,
平均体质量(0.54±0.03)g。进行实验前,将实验鱼置于恒温循环水养殖系统驯养14d,驯养水源为曝气自来

水,水温为(28±0.5)℃,光周期为14h光照∶10h黑暗。硝酸盐含量、亚硝酸盐含量、硬度、pH等水质参数都

控制在正常范围内,溶氧质量浓度大于或等于6.5mg·L-1。
笔者所在研究团队在过去的研究中发现100ng·L-1的EE2暴露6d即可导致雌性斑马鱼的卵巢出现严重

损伤[5],因此笔者将这一质量浓度作为本研究的EE2暴露剂量。设置1个对照组(CG),驯养水体中不含EE2,
只含有质量分数为0.05‰的DMSO;同时设立1个EE2暴露-自然恢复实验组(EG),在EE2暴露处理期间驯养

水体中含有100ng·L-1的EE2和质量分数为0.05‰的DMSO。随机取168尾雌性实验鱼,随机平均分为以上

2组,每组3个平行缸,每缸内饲养28尾实验鱼。每个玻璃缸的容积为60L,加曝气自来水50L。实验鱼每日

喂食3次(单日总饲喂量为实验鱼平均体质量的0.3%),整体换水1次,EE2暴露处理进行6d。EE2暴露处理

过程中,连续向缸内充氧,并维持水温、光周期等与实验前的驯养条件一致。EE2暴露处理结束后,先从每缸中

随机取2尾实验鱼,测定体质量、性腺质量,计算GSI(GSI=性腺质量/体质量);再从每缸中随机取2尾实验鱼

卵巢,用于组织学切片;另从每缸中随机取2尾实验鱼的血液用于雌二醇(E2)检测,并同时取它们的脑和卵巢,
液氮速冻后,于-80℃保存,作为总RNA的提取材料。最后从每缸中随机取2尾实验鱼用于繁殖生物学实验。

将两个组剩余的每缸20尾的实验鱼均放入不含EE2的清水中进行自然恢复处理,喂食量及频次、换水量及

频次、充氧方式、水温、光周期等仍保持与实验前的驯养条件一致。在恢复7,14和21d后,均从每缸中随机取

2尾实验鱼用于体质量和性腺质量的测定和GSI的计算;再从每缸中随机取2尾实验鱼卵巢进行组织学切片;另
从每缸中随机取2尾实验鱼用于繁殖生物学实验。此外,在恢复21d后,从每缸中随机取2尾实验鱼的血液用

于E2检测,并同时取它们的脑和卵巢,液氮速冻后保存于-80℃条件下,用于总RNA的提取。

1.3繁殖生物学实验

将EE2暴露处理处理结束时以及自然恢复7,14和21d后随机取出的实验鱼分别与未进行EE2暴露处理

的雄性斑马鱼配对,按照Baartrup等人[8]的方法进行繁殖实验。具体方法为:在规格为15cm×20cm×25cm
的方形鱼缸中,放入3L曝气除氯的自来水,水温为(28±0.5)℃,在缸底角落放入1个规格为7cm×7cm的塑

料方盘,该盘内装满直径为5mm的透明玻璃球。随后放入1尾CG或EG组雌鱼和1尾已提前单性饲养未进

行EE2暴露处理的雄鱼,饲养过夜。第2日清晨,用灯光照射鱼缸,刺激斑马鱼交配。交配结束后,收集产出的

斑马鱼胚胎,在水温为(28±0.5)℃的光照培养箱中孵化,孵化6d后,用公式“存活率=(存活数/出膜数)×
100%”计算子代存活率。

1.4组织学观察

用质量分数为1%的 MS-222将实验鱼麻醉后进行解剖,取出卵巢,于波恩氏液中固定18h。用不同体积分

数的乙醇溶液进行梯度脱水,再经二甲苯透明,于60℃进行石蜡包埋。在石蜡切片机上切片,厚度4μm,苏木

素-伊红(HE)染色,中性树胶封片,用光学显微镜拍照。

1.5血浆E2测定

用断头取血的方法,用毛细管收集斑马鱼雌性血液。在收集的血液中加入等体积的10μg·mL-1肝素钠溶

液抗凝。将每2尾鱼的血液混合作为1个样品。抗凝后的血液样品在4℃条件下,5600r·min-1离心20min,
回收上清液。根据血清E2检测试剂盒(CaymanChemical,USA)的说明书,通过酶联免疫法测定血浆中E2含量。

1.6qRT-PCR
取实验鱼的脑和卵巢,加1.0mL的RNAiso于玻璃匀浆器中匀浆,提取总RNA,用质量分数为1%的琼脂

糖凝胶电泳检测RNA样品的完整性,并用Nano-Drop2000核酸蛋白检测仪测定总RNA样品的纯度和浓度,测
得的OD260与OD280的比值在在1.8~2.0之间。取500ng总RNA按照PrimeScriptRTreagentKit(TaKaRa)
说明书去除基因组DNA,并进行反转录。合成的第一链cDNA稀释5倍后于-20℃保存备用。

运用在线引物设计软件(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)设计目的基因cyp19a1b,
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gnrh-III,fshβ,lhβ,fshr,lhr,cyp17a1,cyp19a1a,20β-hsd,vtg1 和era 以及看家基因ef1α的qRT-PCR引物,相
关信息见表1。qRT-PCR反应体系包含0.3μmol·L-1的引物,1×SybrGreenmastermix(TaKaRa),2μL的

cDNA,反应体积为20μL。qRT-PCR反应参数为:95℃预变性30s,40个循环的95℃变性5s、60℃退火30s
和72℃ 延伸10s。反应时,同时做阴性对照并检测熔解曲线,以保证每个样品中仅有1个PCR产物,且cDNA
未受污染。在实验前,本研究已确认ef1α基因的表达不受EE2影响。随后,用qRT-PCR检测上述基因的相对

表达水平变化。本研究所用引物的扩增效率总体相似,介于97.2%到103.8%之间。目的基因与ef1α的相对表

达量用2-ΔΔCT的方法进行计算[9]。

表1 本研究所用引物

Tab.1 Primersinthestudy

基因名称 引物序列(5′—3′) Genbank登录号 长度/bp

cyp19a1b
F:ACTAAGCAAGTCCTCCGCTGTGTACC

R:TTTAAACATACCGATGCATTGCAGACC
NM_131642 100

gnrh-III
F:TTGGAGGTCAGTCTTTGCCAG

R:CCTCCATTTCACCAACGCTTC
NM_182887 76

fshβ
F:TGAGCGCAGAATCAGAATG

R:AGGCTGTGGTGTCGATTGT
NM_205624 105

lhβ
F:GGACACGCAGAGACACTT

R:CACCGATACCGTCTCATTT
NM_205622 168

fshr
F:GCATATCTACCGCACTGAGATTTCTT

R:GGAGTACAGCGTCCCATCACTAGT
NM_001001812 85

lhr
F:GCCTTCAGGAAAGACGCTTGTAT

R:CATCCGGTACAAGTTAGCTTTGCT
NM_205625 75

cyp17a1
F:TCTGATGAGCCTGGTGAG

R:ATGAGCAGTTTGTGGGAG
XM_005156809 108

cyp19a1a
F:CGGATCGGGTCCTCGGTCGT

R:CGGCTGCTGCGACAGGTTGT
XM_005173635 154

20β-hsd
F:TCATGCTCTTCTGCCGATAC

R:CAAGGGACTTCTTGCTGACA
AAG23178 77

erα
F:GACGAGGACCTGGGCTGATA

R:GCTGTGATGGTCGTTGTGATG
KT832702 100

vtg1
F:CTCCCGAGTTCATTCAGA

R:ATGACAACTTCACGCAGA
XM_009296387 133

ef1α
F:GATCACTGGTACTTCTCAGGCTGA

R:GGTGAAAGCCAGGAGGGC
NM_131263 121

1.7数据统计

实验所得数据均以“平均值±标准误”表示,采用Excel2003和SPSS13.0对数据分别进行常规计算及统计

学分析。使用t-检验对CG组和EG组的数据差异进行统计学检验。当p<0.05时,检验结果具有统计学意义。
本文中的柱形图用GraphPadPrism6(SanDiego,CA)进行绘制。

2结果

2.1对体质量、性腺质量、GSI和子代存活率的影响

在EE2短期暴露处理结束时以及后续的自然恢复过程中,两组实验鱼体质量的差异不具有统计学意义(图

1a)。在EE2短期暴露处理结束时和自然恢复7,14d后,与CG的情况相比,EG实验鱼的卵巢质量、GSI和子代
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存活率均具有统计学意义上的下降(p<0.05);但两组实验鱼的上述指标差异在自然恢复21d后则不具有统计

学意义(图1b,c,d)。

2.2对卵巢结构的影响

 
          a 体质量                b 卵巢质量

 

           c GSI               d 子代存活率

注:不同字母表示组间数据差异具有统计学意义,下同;处理时间0d即为EE2显

露处理结束,处理时间7,14,21d分别为自然恢复7,14,21d后

图1 EE2短期暴露和自然恢复过程对体质量、卵巢质量、

GSI和子代存活率的影响

Fig.1 InfluencesofEE2exposureandrecoveryonthebodymass,

ovarymass,GSI,andsurvivalrateoftheoffspring

EE2短期暴露处理结束时,与CG实验鱼的卵巢结构(封二彩图2a)相比,EG实验鱼卵巢严重受损,出现卵

母细胞与滤泡层分离的情况,间质中出现大量蛋白样液体,早期滤泡大量聚集(可能来自于卵原细胞增殖)(封二

彩图2b)。自然恢复7d后,EG实验鱼的卵巢结构情况与封二彩图2b展示的情况无明显差异,故本文不再另做

展示。自然恢复14d后,EG实验鱼的

卵巢中仍有卵母细胞与滤泡层分离的

情况,间质中出现大量蛋白样液体,早
期滤泡大量聚集(封二彩图2c)。自然

恢复21d后,EG实验鱼的卵巢中不再

出现卵母细胞与滤泡层的分离,也未出

现蛋白样液体和聚集的早期滤泡(封二

彩图2d)。

2.3对血浆E2和肝脏vtg1 基因表达

的影响

EE2短期暴露处理结束时,与CG
实验鱼血浆中E2含量相比,EG实验

鱼血浆中E2含量有统计学意义上的

降低(p<0.05);自然恢复21d后,CG
和EG实验鱼血浆中E2含量的差异则

不具有统计学意义(图3a)。EE2短期

暴露处理结束时,EG与CG相比,前者

实验鱼肝脏中vtg1 基因相对表达水平

有统计学意义上的升高(p<0.05);自
然恢复21d后,两组实验鱼肝脏中

vtg1 基因相对表达水平的差异则不具

有统计学意义(图3b)。

 
  a 对血浆E2含量的影响               b 对肝脏vtg1 基因表达的影响

图3 EE2短期暴露和自然恢复对血浆E2含量和肝脏vtg1基因表达的影响

Fig.3 InfluencesofEE2exposureandrecoveryonplasmalevelofE2andtheexpressionsofvtg1inliver

2.4对脑和卵巢内相关基因表达的影响

图4a显示:在EE2短期暴露处理结束时,与CG的情况相比,EG实验鱼脑中cyp19a1b,gnrh-III,lhβ和

fshβ基因的相对表达水平均有统计学意义上的降低(p<0.05);在自然恢复21d后,两组实验鱼脑中上述相关基
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因的相对表达水平差异均不具有统计学意义。类似地,在EE2短期暴露处理结束时,与CG的情况相比,EG实

验鱼卵巢中fshr,lhr,cyp17a1,cyp19a1a,20β-hsd 和era 基因的相对表达水平均有统计学意义上的降低(p<
0.05);而在自然恢复21d后,两组实验鱼卵巢中上述相关基因的相对表达水平差异均不具有统计学意义(图

4b)。

 
   a 脑内相关基因表达的变化                 b 卵巢内相关基因表达的变化

图4 EE2短期暴露和自然恢复对脑和卵巢内相关基因表达的影响

Fig.4 InfluencesofEE2exposureandrecoveryonrelatedgenesinbrainandinovary

3讨论与结论

本研究发现,EE2短期暴露处理对斑马鱼体质量没有明显影响,但明显降低了斑马鱼卵巢质量、GSI和后代

的存活率。这表明EE2能严重干扰斑马鱼卵巢成熟,具有极强的生殖毒性。组织学观察发现,EE2短期暴露处

理严重损伤了斑马鱼的卵巢结构,出现大量卵母细胞与滤泡层分离和早期滤泡的聚集,表明EE2能明显干扰斑

马鱼的卵子发生,导致卵子发生障碍,这与前面EE2短期暴露处理导致斑马鱼卵巢质量和GSI明显降低的结果

一致。
由于EE2具有强烈的雌激素效应,因此不同剂量的EE2暴露均能上调肝脏中vtg1 基因的表达,并诱导

VTG的大量合成[10-12]。本研究发现,EE2短期暴露处理能明显上调斑马鱼肝脏vtg1 基因的表达,与其他相关

研究结果一致[12-14]。然而,与肝脏vtg1 基因表达上调结果相反,斑马鱼血浆中E2的水平经EE2短期暴露处理

后明显降低。内源雌激素,主要是E2,在鱼类卵子发生中起重要作用[14]。因此,鱼类内源E2含量的变化可能导

致卵巢发育障碍或卵子发生异常[15]。因此笔者推测,本研究中EG实验鱼血浆中E2含量的急剧下降,可能是

EE2短期暴露处理后斑马鱼卵巢发育障碍和卵子发生受阻的主因之一。
性腺和脑是E2合成的主要器官[16]。在脑中,脑型芳香化酶(Cyp19a1b)参与脑中E2的合成,而性腺中的卵

巢型芳香化酶(Cyp19a1a)则主要参与性腺中E2的合成[17]。性腺中E2的合成主要受到鱼类 HPG轴的调

控[15-18]。其中,下丘脑中的促性腺激素释放激素(GnRH)是 HPG轴的主要调控因子,它作用于垂体,控制垂体

中促卵泡刺激素(FSH)和促黄体生成素(LH)的分泌[19]。FSH和LH通过循环系统作用于卵巢中卵泡上的受

体(FSHR和LHR),调控性激素合成酶基因如cyp17a1,cyp19a1a 和20β-hsd 的表达,从而调节雌激素和孕激素

的合成[19-21]。本研究发现,与CG实验鱼的情况相比,EE2短期暴露处理导致EG实验鱼脑中cyp19a1b基因相

对表达水平和E2含量明显降低,同时也导致该组实验鱼脑中gnrh-III基因、垂体中fshβ和lhβ基因的表达均被

明显抑制。与之相对应的是,与CG实验鱼的情况相比,EE2短期暴露处理不仅导致EG实验鱼卵巢中fshr和

lhr基因表达明显降低,性激素合成酶基因cyp17a1,cyp19a1a 和20β-hsd 的表达也被明显抑制,表明雌激素的

合成受阻,而这可能是EG实验鱼血浆中E2含量下降的原因。有趣的是,有研究发现,脑中cyp19a1b基因的启

动子上有雌激素效应元件(Estrogenresponseelement,ERE),因而雌激素能明显上调cyp19a1b 基因的表

达[22]———这与本研究的结果截然不同。笔者推测,EE2导致的鱼体内雌激素效应的升高可能通过负反馈调节系

统引起HPG轴中相关基因的表达下降,以降低内源雌激素产生的雌激素效应,保持鱼体正常的生殖功能;然而
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由于EE2产生的雌激素效应过强,造成了卵巢损伤[23]。
大量研究发现,内分泌干扰物所导致的鱼类生殖功能障碍大多可逆[24-27]。本研究发现,随着自然恢复时间

的推移,EG实验鱼的卵巢质量、GSI和后代的存活率均逐渐恢复,并在自然恢复21d后与CG实验鱼的对应指

标基本一致。组织学观察结果显示:自然恢复7d后的EG实验鱼卵巢结构与在EE2短期暴露处理结束时的卵

巢结构无明显差异;自然恢复14d后该组实验鱼的卵巢中仍能发现少数卵母细胞与滤泡层的分离和早期滤泡聚

集;但在自然恢复21d后,该组实验鱼卵巢中的上述现象完全消失。与之相对应的是,自然恢复21d后EG实验

鱼肝脏中vtg1 基因表达和血浆中E2的含量也恢复到与CG实验鱼的这两个指标基本一致的水平。上述结果表

明,自然恢复21d后,经EE2短期暴露处理的斑马鱼的生殖功能已完全恢复。从基因表达上看,EG实验鱼HPG轴

的相关基因表达水平也在自然恢复21d后与CG实验鱼的相关基因表达水平基本一致。总之,100ng·L-1的

EE2短期暴露所导致的斑马鱼卵巢发育障碍和卵子发生是可逆的,这与其他关于内分泌干扰物的研究结果一

致[28-30]。
值得注意的是,6dEE2短期暴露所导致的斑马鱼卵巢损伤需要21d左右才能完全恢复,说明恢复时间远

远长于暴露时间。因此,水体中高剂量的污染所导致的具有非致死效应的鱼类损伤,在自然恢复条件下需要较

为漫长的时期。这提示人们,在工业生产过程必须避免污染物的非正常排放(如偷排、漏排、事故排放等),否则

污染物给鱼类带来的各种不利效应将持续较长时间[30]。同时,这也提示一旦发生诸如事故排放一类的事件时,
人们在环境污染评估中必须考虑鱼类损伤恢复的时滞性,才能更加真实反映污染物对渔业资源和水生态系统产

生的不利影响。
综上所述,本研究发现:1)EE2短期暴露能诱导斑马鱼一系列参与卵子发生的基因表达水平明显下调、血浆

E2含量降低,还会抑制肝脏vtg1 基因的表达,导致斑马鱼卵子发生障碍,引起卵巢质量、GSI和后代存活率明显

下降;2)EE2短期暴露导致的斑马鱼卵子发生障碍是可逆的,其中伴随着一系列基因表达、血浆E2含量、卵子

组织学改变、卵巢质量、GSI、后代存活率等指标的恢复;3)EE2短期暴露后上述指标自然恢复所需时间远长于

暴露时间,表现出损伤恢复的滞后性。
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AnimalSciences

TheRecoveryandtheMechanismsUnderlyingoftheImpairedOogenesisin
ZebrafishInducedbyShort-TermExposureof17α-Ethinylestradiol

LIUZhihao,LANXuerong,LIYingwen
(ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstances,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]ThepresentstudyaimstodemonstratethepossiblerecoveryofthetoxicityofEE2onzebrafishoogenesisand
theunderlyingmechanismsinvolved.[Methods]Adultzebrafishfemaleswereexposedto100ng·L-1EE2for6days,andthenre-
placedintofreshwatertorecoverfor21days.Aftertreatmentandrecovery,bodyweight,ovaryweight,GSI,survivalrateofthe
offspring,sexsteroidlevelandmRNAlevelsofthegenesinvolvedweremeasured.[Findings]Aftertheshort-termexposureto
EE2,theovaryweight,gonadosomaticindex(GSI)andthesurvivalrateofoffspringdecreaseddramatically.Consistently,impaired
oogenesis,declinedE2levelinplasmaandincreasedvtg1mRNAlevelinliverwerealsoobserved.Moreover,thetranscriptionsof

genesinvolvedinzebrafishoogenesis(cyp19a1b,gnrh-III,fshβ,lhβ,fshr,lhr,cyp19a1a,cyp17a1,20β-hsd,andera)weresig-
nificantlysuppressedafterexposure.Duringrecovery,theovaryweight,GSIandsurvivalrateoftheoffspring,aswellashis-
topathologicalimpairmentsinovary,weregraduallyrecovered.At21dayspostrecovery,E2levelinplasma,mRNAlevelofvtg1
inliverandtheexpressionsofgenesinvolvedinoogenesisshowednosignificantchangecomparedwiththecontrol,indicatingthere-
coveredoogenesisofzebrafishfemales.[Conclusions]Theimpairedoogenesisinducedbyshort-termexposureofEE2isreversible.
However,thedurationforrecoveryismuchlongerthanexposure,indicatingthehystereticnatureoftherecoveryafterEE2expo-
sureonzebrafishfemales.
Keywords:ethinylestradiol;zebrafish;short-termexposure;impairedoogenesis;mechanismsofrecovery

(责任编辑 方 兴)

04 JournalofChongqingNormalUniversity(NaturalScience) http://www.cqnuj.cn     Vol.35No.5



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




