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近年来，随着工业三废排放和污水污泥农用的增

多，土壤重金属污染问题日益严重，土壤的生物毒性

大大增强，对农田生态系统产生危害，导致土壤生产

力的下降，并造成对土壤、地下水和农作物的污染，乃

至直接或间接地危害人畜健康犤１、２犦。因此，近年来重金

属污染物对土壤生态毒性效应的研究，已逐渐成为污

染生态学和生态毒理学最活跃的领域之一犤３犦。土壤体

系中的重金属离子常常与阴离子 牗包括无机阴离子、
有机阴离子牘相伴在一起，不同阴离子配位的某一重
金属络合物、络离子对植物地上部分的毒性或生物有

不同伴随阴离子对Ｐｂ污染土壤生物毒性的影响
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摘 要：利用水 趋光指数牗Ｉｐ牘评估不同伴随离子对铅污染土壤生物毒性的差异。结果表明，水 的 Ｉｐ随土壤 Ｐｂ添加
量的增加而降低牞不同伴随阴离子下，能引起水 Ｉｐ发生显著变化的最低重金属添加量牗检测下限，ＬＬＤＣ牘分别为：ＰｂＣｌ２
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表１ 不同Ｐｂ浓度下的伴随阴离子浓度

Ｔａｂｌｅ１ Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆａｃｃｏｍｐａｎｙｉｎｇａｎｉｏｎｓｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｌｅａｄ

效性存在明显差异犤４、９犦。因此，在研究重金属污染土壤

的生态毒性效应时，不可忽视相伴阴离子对重金属毒

性的影响。

类生物测试是水生生态毒理学研究中的必测

方法，研究表明， 类对于重金属污染极为敏感，较低

浓度的重金属、农药等有毒物质显著影响它们的生长

繁殖、行为反应、形态特征和生理生化过程等 犤１０～１２犦。

某些水 具有较强的趋光性，这种特性具有遗传属

性，并受环境条件修饰 犤１３～１５犦，可以利用其变化来指示

水体污染状况犤１２、１４、１６犦。关于利用水 趋光抑制法评估

不同伴随阴离子对土壤污染生态毒性方面，国内外目

前未见相关报道。本试验以自主筛选的具有较强趋光

性的隆线 牗Ｄａｐｈｎｉａｃａｒｉｎａｔａ牘生物株Ｄｃ４２为材料，
以紫色土为供试土壤，采用水 趋光指数生物毒性测

试法比较相伴硝酸根离子 牗ＮＯ３－牘、醋酸根离子
牗ＯＡｃ－牘和氯离子 牗Ｃｌ－牘对铅污染土壤生物毒性的影
响，旨在为铅污染土壤环境质量评价提供理论依据。

１ 材料与方法

１．１材料
１．１．１供试土壤

采自重庆北碚缙云山无污染紫色砂岩发育的紫

色土。选用过２０目筛的风干土，用１．３．５方法测定，
其理化性质和重金属本底值如下：ｐＨ７．１４、有机质
２．４６％，ＣＥＣ为１４．６３ｃｍｏｌ·ｋｇ－１，水溶态 Ｐｂ末检
出。土样的采集与分析按文献犤１７犦进行。
１．１．２供试试剂

Ｐｂ牗ＮＯ３牘２、Ｐｂ牗ＯＡｃ牘２和ＰｂＣｌ２及对照阴离子试剂
ＮａＮＯ３、ＮａＯＡｃ和ＮａＣｌ均为分析纯试剂，以有效离子
含量计，用去离子水配成１０００ｍｇ·Ｌ－１的Ｐｂ２＋及对
照阴离子母液，于４℃冷贮备用。
１．１．３试验用水

模拟污染物的稀释水为ＩＳＯ人工标准水犤１８犦牞溶液
用预先充氧至饱和 牗２０℃牘的去离子水配制牞ｐＨ７．８牞
ＤＯ≥８．４ｍｇ·Ｌ－１，静置２４ｈ后使用。培养用水为充
分曝气脱氯的自来水牞ｐＨ调节为 ７．６，电导率 ２３０
μＳ·ｃｍ－１牞使用前用充氧机充氧牞使ＤＯ＞８ｍｇ·Ｌ－１。
１．１．４试验生物

隆线 为本实验室经多代纯化培养的单克隆纯

生物株Ｄｃ４２。培养条件：室温２０℃±０．５℃牞光照周
期１４ｈ·ｄ－１牞光强１２００ｌｘ。每周用试验水换水３次牞
每次换掉培养容器中１／２。每日定时投喂新鲜斜生栅
藻 牗Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉ．牘浓缩液牞密度为２．０×１０５个单

细胞·ｍＬ－１。采集出生４８ｈ的幼 备用。

１．２测定装置
趋光行为测定装置见图１。其中的光源为１５０Ｗ

卤素灯牞外带反射罩及散热装置。发出的光线经石英
隔热玻璃、透镜组、滤光片和毛玻璃处理后得到平行

光束牞并垂直进入反应器。
反应器为硬质玻璃容器牞规格为 ４０ｍｍ×４０

ｍｍ×１２０ｍｍ，容器内水深１００ｍｍ，沿高度方向等分
为４个光区牞由上至下分别标识为Ｕ、Ｍ１、Ｍ２和Ｌ。暗
室规格为１００ｍｍ×１００ｍｍ×１８０ｍｍ牞在容器底部及
暗室四周用黑色糙面憎水层防止光线反射和散射。

１．３试验方法
１．３．１参比Ｐｂ污染溶液配制

将模拟污染物及对照阴离子对应的母液用ＩＳＯ人
工标准水稀释至需要浓度牞并以ＩＳＯ标准水为对照犤１８犦。

１．３．２土壤Ｐｂ污染的处理
称取２００ｇ过２０目筛的土壤，以干土中Ｐｂ２＋的含

量牗Ｐｂ２＋ｍｇ·ｋｇ－１牘计，分别为０、１、５、１０、２５、５０、７５、
１００ｍｇ·ｋｇ－１共８个污染水平，以水溶液的形式均匀
添加入土壤，平衡３０ｄ后，将土壤用于制备水提液，每
处理重复３次。对应Ｐｂ浓度下的伴随阴离子浓度，见
表１。

为了验证伴随阴离子本身是否对土壤生物毒性

效应产生影响，以ＮａＮＯ３、ＮａＯＡｃ和ＮａＣｌ作为阴离子
来源，设计与表１对应伴随阴离子相同浓度试验。另

图１ 水 趋光行为测试装置

Ｆｉｇｕｒｅ１ ＩｎｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｆｏｒｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＤａｐｈｎｉａｓ
ｐｈｏｔｏａｘｉｓｂｅｈａｖｉｏｒ

项目
Ｐｂ浓度 ／ｍｇ·ｋｇ－１

０ １ ５ １０ ２５ ５０ ７５ １００
ＮＯ３－ ０ ０．６０ ２．９９ ５．９８ １４．９６ ２９．９２ ４４．８８ ５９．８５
Ｃｌ－ ０ ０．３４ １．７１ ３．４２ ８．５５ １７．１１ ２５．６６ ３４．２２
ＯＡｃ－ ０ ０．５７ ２．８５ ５．７０ １４．２５ ２８．４９ ４２．７４ ５６．９９
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浓度 ＲＩｐ／％
／ｍｇ·ｋｇ－１ Ｐｂ牗ＯＡｃ牘２ Ｐｂ牗ＮＯ３牘２ ＰｂＣｌ２
０ ０．００牗ａｂ牘 ０．００牗ａｂ牘 ０．００牗ａｂ牘
１ －６．２３牗ａ牘 １．５４牗ａｂ牘 －１．８８牗ａ牘
５ －１．５６牗ａｂ牘 ９．２７牗ａｂｃ牘 ０．３８牗ａｂ牘
１０ ９．３４牗ａｂｃ牘 １９．３１牗ｂｃｄｅ牘 ０．６４牗ａｂ牘
２５ ２３．７４牗ｃｄｅ牘 ３３．９８牗ｄｅｆ牘 ５．８３牗ａｂｃ牘
５０ ３８．１３牗ｅｆ牘 ６６．４１牗ｇ牘 １９．１４牗ａｂｃｄ牘
７５ ７８．２１牗ｇｈ牘 １１１．２０牗ｉ牘 ４７．３７牗ｆ牘
１００ １１４．０１牗ｉ牘 １４９．４２牗ｊ牘 ８８．７２牗ｈ牘

表２ 不同类型铅化合物对土壤生物毒性的影响

Ｔａｂｌｅ２ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｂｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｏＤ．ｃａｒｉｎａｔａｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌｕｍｂｏｕｓ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｓｏｉｌ

注：数据后不同小写字母表示 ＳＳＲ检验差异达显著水平

牗Ｐ＝０．０５牘。

外按０、１、５、１０、２５、５０、７５、１００ｍｇ·ｋｇ－１的ＮＯ３－、
ＯＡｃ－和Ｃｌ－，同法加入土壤进行生物毒性试验，以对
同浓度下不同伴随阴离子间的毒性效应差异进行比

较。

１．３．３污染土壤溶液提取
称取５０ｇ试验土样置于塑料离心管内，加入ＩＳＯ

标准水５０ｍＬ，在往复式振荡机上振荡浸提２ｈ，然后
４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清液过滤得相应的
水提液，用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ或ＮａＯＨ调节ｐＨ为７．８
后备用。

以上溶液均按同样方法在同一条件下对水 进

行趋光指数测试。

１．３．４趋光指数测试
试验在２０℃±０．５℃恒温环境中进行。将水

在 ＩＳＯ标准水中润洗 ３次牞每次５ｍｉｎ牞然后随机取
水 １０只放入反应器内的试验溶液中牞恒温光照培
养３ｈ牗同培养条件相同牘后牞将反应器移入试验装置
内牞使水 暗适应 ５ｍｉｎ后牞开启光源光照刺激１０
ｍｉｎ。在照光期间牞从第 ６ｍｉｎ开始牞每隔 １ｍｉｎ记录
各光区内水 的分布数，每一浓度重复 ５次，将数据
按下式计算趋光指数 Ｉｐ犤１０～１６犦牶

Ｉｐ＝ Ｕ－Ｌ
Ｕ＋Ｍ１＋Ｍ２＋Ｌ

牗１牘

式牗１牘中牶Ｉｐ为趋光指数牞变化范围在犤－１牞１犦之间牞
正值表示正趋光牞负值表示失去趋光性或负趋光牷
Ｕ、Ｍ１、Ｍ２和 Ｌ分别为对应光区内水 的分布数。

趋光指数抑制率牗ＲＩｐ牘按下式进行计算：

ＲＩｐ牗％牘＝ＩｐＣＫ
－ＩｐＰｂ
ＩｐＣＫ ×１００ 牗２牘

式 牗２牘中：ＲＩｐ牗％牘表示趋光性抑制率；ＲＩｐ＞０表示
抑制作用，ＲＩｐ＜０表示刺激作用。ＩｐＣＫ和 ＩｐＰｂ分别表
示对照牗ＣＫ牘溶液及含Ｐｂ２＋溶液中的相对趋光指数。
１．３．５土壤理化性质测定

土壤 ｐＨ用 １∶１水土比悬液、精密 ｐＨ计测定；
有机质用重铬酸钾法测定；有效态 Ｐｂ用原子吸收分
光光度计测定犤１７犦。

１．４数据统计与分析
数据方差齐性用 Ｂａｒｔｌｅｔｔ法检验，对各个处理趋

光指数抑制数据进行方差分析牗ＡＮＯＶＡ牘和Ｄｕｎｃａｎｓ
多重比较，根据统计结果得到使水 趋光行为发生

显著改变的监测值下限。对趋光指数与污染物添加

量之间进行剂量 －效应关系作图与回归分析，得出
相应的污染物浓度 －趋光指数效应函数。所有数据
采用 ＳＡＳ牗Ｓｔａｔ牞Ｖ６．２１牞１９９７牘及 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ２０００

牗ＳＰＳＳ，２０００牘软件进行处理。

２ 结果与分析

２．１不同类型 Ｐｂ化合物对土壤生物毒性的影响
许多学者认为水溶态交换态金属作为有效态金

属，对植物或其他生物有毒害作用 犤１９、２０犦。通过对 ３
种不同类型 Ｐｂ化合物污染土壤水提液进行生物毒
性试验，统计结果表明：不同 Ｐｂ化合物在进入土壤
后，在低浓度 牗小于 １０～２５ｍｇ·ｋｇ－１牘时，污染土
壤并没有产生明显的生物毒性，某些 Ｐｂ化合物如
Ｐｂ牗ＯＡｃ牘２及 ＰｂＣｌ２甚至对水 的趋光行为有一定的

刺激作用 牗ＲＩｐ＜０牘，且 ３种化合物间的毒性差异也
不显著，见表 ２。其原因可能是较低浓度时，进入土
壤的 Ｐｂ基本上全部被吸附固定，从而使污染土壤并
未表现出毒性效应，同时也表明土壤对重金属污染

具有一定的缓冲能力。当进入土壤的 Ｐｂ达到一定数
量时，随着污染物添加量的增加，土壤溶液生物毒性

增强，水 趋光指数显著降低牗ＲＩｐ＞０牘。

对 ３种不同类型 Ｐｂ化合物的试验结果进行双
向分组统计并进行回归分析，结果表明，水 的趋光

指数与土壤 Ｐｂ添加量呈显著负相关 牗ｒ２＝０．９８２１，
Ｐ＜０．０１牘，见表 ３。
从以上试验结果可知，不同类型 Ｐｂ化合物进入

土壤后，对应的土壤浸提液生物毒性间存在显著差异，

１０ｍｇ·ｋｇ－１Ｐｂ牗ＮＯ３牘２对水 的毒性 牗ＲＩｐ＝１９．３１％牘
分别是同浓度 Ｐｂ牗ＯＡｃ牘２牗ＲＩｐ＝９．３４％牘和 ＰｂＣｌ２毒
性牗ＲＩｐ＝０．６４％牘的 ２倍及近 ３０倍，相当于 ５０ｍｇ·
ｋｇ－１ＰｂＣｌ２的毒性 牗ＲＩｐ＝１９．１４％牘。随着浓度的增
加，这种差异逐渐缩小，但直至 Ｐｂ达到 １００ｍｇ·
ｋｇ－１时，三者之间的差异仍达到显著水平。
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表３ 不同浓度 Ｐｂ对隆线 趋光指数的影响

Ｔａｂｌｅ３ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤ．ｃａｒｉｎａｔａＩｐｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰｂ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎ
ｓｏｉｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

注：表中数据为三种不同阴离子类型铅化合物的双向分组统计及

回归结果。

表４ 不同阴离子对土壤浸提液生物毒性的影响

Ｔａｂｌｅ４ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｂｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｏＤ．ｃａｒｉｎａｔａｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｉｏｎｓ

Ｐｂ／ｍｇ·Ｌ－１ Ｉｐ ＲＩｐ／％
０ ０．５２ ０．００
１ ０．５３ －２．１８
５ ０．５１ ２．６９
１０ ０．４７ ９．６８
２５ ０．４１ ２１．０３
５０ ０．３１ ４１．０４
７５ ０．１１ ７８．６５
１００ －０．０９ １１７．１４
方程 ｙ＝０．５４３４－０．００５９ｘ ｒ２＝０．９８２１

图２ 相伴阴离子对Ｐｂ污染土壤生物毒性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｂｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｏＤ．ｃａｒｉｎａｔａｏｎＰｂ２＋ｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓａｎｉｏｎｓｉｎｓｏｉｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

在 ３种不同伴随阴离子 Ｐｂ化合物中，能引起水
趋光指数发生显著变化的最低Ｐｂ添加量 牗检测下

限牘分别为：ＰｂＣｌ２牗２５ｍｇ·ｋｇ－１牘＝Ｐｂ牗ＯＡｃ牘２牗２５ｍｇ·
ｋｇ－１牘＞Ｐｂ牗ＮＯ３牘２牗１０ｍｇ·ｋｇ－１牘。表明在紫色土壤中，

Ｐｂ的临界进入量 牗生物毒害浓度阈值牘为：ＰｂＣｌ２＞
Ｐｂ牗ＮＯ３牘２＝Ｐｂ牗ＯＡｃ牘２。说明在同一Ｐｂ污染水平下，
Ｐｂ牗ＯＡｃ牘２和Ｐｂ牗ＮＯ３牘２进入土壤后的生物毒性大大
高于ＰｂＣｌ２。因此，Ｐｂ盐进入土壤后牞土壤的生物毒性
不仅取决于土壤中Ｐｂ的绝对数量，而且与化合物中
不同类型相伴阴离子显著相关。

２．２阴离子对Ｐｂ污染土壤生物毒性的影响
同浓度阴离子的辅助试验表明，３种阴离子钠盐

对土壤的毒性远低于相应阴离子的Ｐｂ盐，见图２。阴
离子对Ｐｂ污染土壤生物毒性的影响较为显著，表现
为图中 ２条斜线之间的斜率差异。在试验浓度范围
内，ＮａＮＯ３、ＮａＯＡｃ及 ＮａＣｌ对处理土壤生物毒性较
小，随着阴离子浓度上升，Ｉｐ下降较为平缓。而对应
浓度阴离子下的Ｐｂ牗ＮＯ３牘２、Ｐｂ牗ＰＡｃ牘２和ＰｂＣｌ２却使土
壤的生物毒性大大增加，Ｉｐ下降很快。说明不同类型
Ｐｂ化合物污染土壤生物毒性并非伴随阴离子本身的
毒性效应所致。

浓度 Ｉｐ
／ｍｇ·ｋｇ－１ ＯＡｃ－ ＮＯ３－ Ｃｌ－

０ ０．５３±０．０５牗ａｂ牘０．５２±０．０４牗ａｂｃ牘０．５２±０．０２牗ａｂｃ牘
１ ０．５７±０．０７牗ａ牘 ０．５２±０．０２牗ａｂｃ牘 ０．５６±０．０６牗ａ牘
５ ０．５３±０．０６牗ａｂ牘 ０．４６±０．０４牗ｂｃｄｅ牘０．５０±０．０８牗ａｂｃｄ牘
１０ ０．４６±０．０５牗ｂｃｄｅ牘０．４８±０．０５牗ｂｃｄｅ牘０．５３±０．０３牗ａｂ牘
２５ ０．４３±０．０５牗ｄｅｆ牘 ０．４４±０．０５牗ｃｄｅ牘０．５１±０．０６牗ａｂｃ牘
５０ ０．４１±０．０４牗ｅｆｇ牘 ０．３６±０．０９牗ｆｇｈ牘 ０．４５±０．０６牗ｂｃ牘
７５ ０．３５±０．０５牗ｇｈ牘 ０．２９±０．０５牗ｈｉ牘 ０．４１±０．０４牗ｅｆｇ牘
１００ ０．２６±０．０４牗ｉ牘 ０．１７±０．０８牗ｊ牘 ０．３５±０．０８牗ｇｈ牘

注：Ｉｐ栏中，在平均值 ±标准差 牗Ｓｄ牘后标有不同字母，表示 ＳＳＲ
检验差异达显著水平牗Ｐ＝０．０５牘，阳离子均为 Ｎａ＋。

２．３不同阴离子对土壤生物毒性的差异
对土壤添加ＮａＯＡｃ、ＮａＮＯ３和ＮａＣｌ的试验结果

表明，低浓度时，３种阴离子钠盐对土壤的毒性较低，
且 ３者之间的差异并不明显，见表 ４。较低浓度的
ＯＡｃ－和 Ｃｌ－甚至还对水 的趋光活动有一定的刺激

作用。当阴离子浓度过高时，生物毒性逐渐增强，不同

阴离子间对土壤浸提液的毒性影响产生显著差异，表

现为：ＮＯ３－＞ＯＡｃ－＞Ｃｌ－。这与前述３种类型Ｐｂ盐的
毒性顺序相似，表明Ｐｂ盐进入土壤后牞土壤中Ｐｂ的
生物毒性不仅与Ｐｂ自身的毒性有关，而且也与土壤
环境中不同类型相伴阴离子的毒性显著相关。可见，

不同伴随阴离子对Ｐｂ污染土壤的生物毒性差异，在
较低浓度时并非是阴离子本身的毒性效应，但随着阴

离子浓度的增加，不同阴离子间对土壤造成的生物毒

性差异是应加以考虑的。此外，有资料 犤２１犦表明，溶液

中的钠盐对水 会产生一定的毒性，因此，在阴离子

的对比实验中，高浓度时３种阴离子毒性的增强，主

要原因除了阴离子本身的毒性疚外，也可能与溶液盐

度牗Ｎａ＋的浓度牘增加有关，所产生的毒性差异包含了
盐度的影响。

土壤中存在众多相互作用的物理、化学和生物等

因子，使得土壤污染的研究与评价工作难度大大增
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加。从理论上讲，当元素的生物效应相同时，对同一生

物，土壤中该元素的“量”应该也相同，但由于土壤体

系中的重金属并非都是单一游离态离子，因而常常与

阴离子 牗包括无机阴离子、有机阴离子牘相伴在一起，
以络合物、络合离子等复杂形式存在。这些相伴阴离

子在一定程度上会影响到土壤对其相应重金属离子

的吸附和解吸，从而影响到重金属在土壤中的生物有

效性 犤４～９犦。此外，土壤重金属污染还受其它多种作用

影响，如大量元素和微量元素与重金属之间的相互作

用以及某种复合污染效应等 犤４犦，其结果可能对土壤中

重金属的生态毒性效应产生变化，使得同等量的元素

进入土壤后表现出不同的生物活性。因此，重金属在

土壤中生态毒性的高低不仅与重金属的数量密切相

关，还与土壤中其他离子牗即伴随离子牘的种类和数量
有关犤６犦。

不同伴随离子对重金属污染土壤生物毒性效应

的影响研究，不仅有助于深入了解真实环境条件下土

壤中污染物的生态毒性效应，更能为决策部门制定切

实可行的环境标准提供值得信赖的理论依据。关于土

壤中不同伴随阴离子对Ｐｂ的生物毒性产生差异的机
理，有待进一步的实验研究。

３ 结论

牗１牘不同伴随阴离子对Ｐｂ污染土壤的生物毒性
影响差异显著，在Ｐｂ水平相同时，相伴ＮＯ３－及ＯＡｃ－

对Ｐｂ污染土壤物毒性的作用远远大于相伴Ｃｌ－。不同
Ｐｂ化合物对土壤生物毒性的大小分别为：Ｐｂ牗ＮＯ３牘２
＞Ｐｂ牗ＯＡｃ牘２＞ＰｂＣｌ２，说明同污染水平下，土壤中Ｐｂ
的生物毒性并不与进入土壤中的Ｐｂ数量成正比，重
金属的生物有效性与其相伴的阴离子的种类有着密

切的关系。

牗２牘在较低浓度时，ＮＯ３－牞Ｃｌ－及ＯＡｃ－３种阴离子
自身对土壤生物毒性较小，因此，在本试验中，不同阴

离子对Ｐｂ污染土壤生物毒性产生差异，并非伴随阴
离子的直接影响，而是伴随阴离子与Ｐｂ相互作用所
致。
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