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摘要：

［目的］　研究甲苯二异氰酸酯（TDI）对暴露工人外周血淋巴细胞亚群的影响，为探讨TDI的免疫毒性提供依据。

［方法］　采用横断面研究方式，以整群抽样法选取甘肃省TDI作业工人 53名为暴露组，选取同地区非职业性TDI暴露工

人 55名为对照组。气相色谱法检测作业环境中TDI水平和尿中代谢产物甲苯二胺（TDA）浓度。应用流式细胞术检测外

周血淋巴细胞亚群水平，并结合血常规中淋巴细胞总数的结果，计算CD3+T细胞、CD4+T细胞、CD8+T细胞、B细胞和NK

细胞绝对数。

［结果］　暴露组尿中总TDA浓度M（P25~P75）为 15.86（7.91~29.99）μg/L。淋巴细胞亚群分析，对照组的淋巴细胞、CD3+T
细胞、CD4+T细胞、CD8+T细胞、B细胞和NK细胞分别为1.80（1.40~2.30）×109/L、（1.24 ± 0.35）×109/L、0.65（0.53~0.75）×

109/L、0.47（0.35~0.57）×109/L、0.18（0.13~0.23）×109/L和 0.23（0.19~0.31）×109/L。暴露组淋巴细胞、CD8+T细胞和NK

细胞分别为 1.92（1.59~2.46）×109/L、0.54（0.40~0.67）×109/L和 0.45（0.35~0.61）×109/L，暴露组高于对照组，差异有统

计学意义（P < 0.05）。依据尿中总TDA浓度中位数进行分组，低暴露组淋巴细胞、CD3+T细胞、CD4+T细胞、CD8+T细胞和
NK细胞分别为 2.13（1.84~2.45）×109/L、（1.42±0.34）×109/L、0.70（0.58~0.83）×109/L、0.60（0.53~0.69）×109/L和 0.48

（0.33~0.64）×109/L，高于对照组（P < 0.05）；高暴露组NK细胞为 0.43（0.32~0.55）×109/L，高于对照组（P < 0.05）。所有
指标在低、高暴露组间差异无统计学意义（P > 0.05）。暴露组TDI暴露工龄与淋巴细胞亚群的变化无相关（P > 0.05）。

［结论］　TDI暴露可导致作业工人外周血淋巴细胞亚群发生变化，提示TDI职业暴露者免疫功能受到影响。
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Abstract: 

［Objective］　To investigate the effects of toluene diisocyanate (TDI) exposure on lymphocyte subsets in peripheral blood of 
workers and explore the immunotoxicity of TDI.

［Methods］　In this cross-sectional study, we recruited 53 TDI exposed workers and 55 non-TDI exposed workers by cluster 
sampling in Gansu Province. The concentration of TDI in working environment and the concentration of urinary toluenediamine (TDA) 
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in workers were measured by gas chromatography. The lymphocyte subsets in peripheral blood were analyzed by flow cytometry. 

Combined with lymphocyte count measured by automatic blood analyzer, major lymphocyte subsets were calculated including CD3+T 

cells, CD4+T cells, CD8+T cells, B cells, and NK cells. 

［Results］　The median (P25-P75) of total urinary TDA was 15.86 (7.91-29.99) μg/L in the TDI exposed workers. The lymphocyte, 
CD3+T cell, CD4+T cell, CD8+T cell, B cell, and NK cell counts in the control group were 1.80 (1.40-2.30)×109/L, (1.24±0.35)×

109/L, 0.65 (0.53-0.75)×109/L, 0.47 (0.35-0.57)×109/L, 0.18 (0.13-0.23)×109/L, and 0.23 (0.19-0.31)×109/L, respectively. The 

lymphocyte, CD8+T cell, and NK cell counts in the TDI exposed workers were 1.92 (1.59-2.46)×109/L, 0.54 (0.40-0.67)×109/L, and 0.45 

(0.35-0.61)×109/L, respectively, which were higher than those in the control group (P < 0.05). We classified the exposed workers into 
two groups by the median of total urinary TDA levels: The counts of lymphocytes, CD3+T cells, CD4+T cells, CD8+T cells, and NK cells 

in the low exposure group were 2.13 (1.84-2.45)×109/L, (1.42±0.34)×109/L, 0.70 (0.58-0.83)×109/L, 0.60 (0.53-0.69)×109/L, and 

0.48 (0.33-0.64)×109/L, respectively, and were significantly higher than those in the control group (P < 0.05); The count of NK cells was 
0.43 (0.32-0.55)×109/L in the high exposure group, higher than that in the control group (P < 0.05). However, no difference was found 
between the low and high exposure groups (P > 0.05). Working years and the change of lymphocyte subsets were not associated (P > 0.05). 

［Conclusion］　TDI exposure could cause the change of lymphocyte subsets in peripheral blood of occupationally exposed workers, 
implying potential impacts of TDI on immunological functions.
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甲苯二异氰酸酯（toluene diisocyanate，TDI）是重

要的聚氨酯生产原料，广泛用于油漆、涂料、泡沫绝

缘材料等的生产。TDI为无色至浅黄色液体，有刺激

性气味，易挥发，被国际癌症研究机构（International 

Agency for Research on Cancer，IARC）列为2B类致癌

物。研究表明，职业接触TDI可对眼睛、呼吸道粘膜

和皮肤造成刺激［1］，可引起肺通气功能损伤［2-3］，长

期接触TDI可引起职业性哮喘［4-6］。淋巴细胞是机体

免疫应答的重要成分，淋巴细胞亚群可作为评价机体

免疫功能状态的指标。Finotto等研究表明，在TDI引

发职业性哮喘的人群中，TDI暴露后8 h和48 h，可导

致外周血CD8+T细胞明显升高，而CD4+T细胞没有明

显变化，同时，在TDI暴露后24 h也观察到嗜酸性粒

细胞升高，在48 h达到最高值［7］。Bentley等在异氰酸

酯哮喘患者中开展的支气管粘膜活检发现，CD25+T

细胞明显增加，但CD3+T细胞、CD4+T细胞和CD8+T

细胞未见明显变化［8］。现有研究较多关注于TDI引发

的职业性哮喘患者，但对长期TDI暴露人群的健康损

害研究较少。本研究以长期TDI暴露工人为研究对

象，通过流式细胞术对淋巴细胞亚群进行分析，探讨

TDI的免疫毒性效应指标。

1   对象与方法
1.1   研究对象

以整群抽样法选择甘肃省某TDI生产企业的男性

制造工和包装工53人为TDI暴露组（工龄>1年），以

同地区从事食品加工的男性作业人员55名为对照组，

对照组人群无TDI及其他有机溶剂的职业暴露史。两

组人群均排除有免疫相关疾病、对药物过敏和最近

1周有急性感染性疾病的工人。本研究项目通过中国

疾病预防控制中心职业卫生与中毒控制所伦理审查

委员会的审查，研究对象在问卷调查前均签署了知情

同意书。

1.2   调查内容和样品采集

问卷调查内容包括工人的人口学资料（年龄、性

别、教育程度等）、吸烟、饮酒和既往病史等。采集研

究对象的班后尿液50 mL，4℃保存，用于检测尿中

TDI的代谢产物。采集清晨空腹静脉血4 mL，EDTA抗

凝，用于血常规分析和淋巴细胞亚群分析。

1.3   作业环境TDI的外暴露评估

进行作业环境中TDI外暴露评估时，按照GBZ 

159—2004《工作场所空气中有害物质监测的采样规

范》方法，选择有代表性的采样地点19个，每次采集

时间为0.25 h，连续采集空气样品3 d，共收集有效样

本53个。空气样本采集后用气相色谱法分析［9］，按照

各个工种工时调查情况计算出8 h时间加权平均浓度

（8h-TWA）。

1.4   尿中TDI代谢产物的测定

尿中 TDI 的代谢产物主要为 2，4-甲苯二胺

（2，4-TDA）和2，6-甲苯二胺（2，6-TDA）。尿中螯合

态的TDA经硫酸酸化处理后变成游离态的TDA，碱性

条件下用甲苯萃取，加入七氟丁酸酐衍生后，经毛细
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管色谱柱分离，电子捕获检测器检测［10］。所用气相色

谱仪为安捷伦科技公司7890B GC。暴露组共检测尿

样46份，对照组共检测尿样54份。

1.5   血常规分析

应用全自动血细胞分析仪（AC-900+，SWELAB，

瑞士）进行血常规检测，测得研究对象外周血淋巴细

胞总数。

1.6   淋巴细胞亚群分析

实验所用抗体购自美国BD Biosciences。应用四

色免洗淋巴细胞亚群分析试剂盒（BD MultiSET IMK 

Kit）进行淋巴细胞亚群的分析，按照说明书进行操作。

同一血样取2支试管，分别加入30 μL EDTA抗凝血。试
管A加入CD3-FITC、CD8-PE、CD45-PerCP和CD4-APC

抗体的混合物，试管B加入CD3-FITC、CD16+56-PE、

CD45-PerCP和CD19-APC抗体的混合物。充分混匀，

室温避光孵育15 min。取出试管，每管加入1×FACS

溶血素300 μL，充分混匀，避光孵育15 min。应用流
式细胞仪（BD FACSCalibur，美国）上机检测。采用

MultiSET软件分析淋巴细胞各亚群的百分比。根据下

列公式计算各亚群淋巴细胞的绝对数：各亚群淋巴

细胞的绝对数（个/L）=淋巴细胞总数（109/L）×各亚

群淋巴细胞百分比（%）。

1.7   统计学分析

应用SPSS 19.0统计软件包进行数据分析。符

合正态分布的数据，用 x±s描述，组间比较应用
Student’s t检验；不符合正态分布的数据，用中位数
和第25、75百分位数描述，即M（P25~P75），经自然对
数转换后，应用多元线性回归模型，以各淋巴细胞亚

群的转换值为应变量，以年龄、BMI、吸烟情况、饮酒

情况及分组情况为自变量，进行分析。采用Spearman

法进行相关分析。吸烟和饮酒情况的比较采用卡方检

验。检验水准为α=0.05。

2   结果 
2.1   TDI暴露情况及研究对象基本信息

作业环境中TDI外暴露水平以8h-TWA表示，平

均值为0.39 mg/m3，高于2007年我国规定的工作场

所TDI的时间加权平均容许浓度（0.1 mg/m3）。如表1

所示，调查对象均为男性，暴露组和对照组的年龄、

BMI、吸烟和饮酒情况的差异均无统计学意义。暴露

组尿中总TDA均有检出，浓度中位数为15.86 μg/L，对
照组中89%的尿样低于检出限。TDI暴露组工龄中位

数为8.50年。

表1   研究对象基本特征及尿中代谢产物水平
Table 1   General characteristics and urinary TDI metabolites of 

selected workers

基本特征
Characteristics

对照组（n=55）
Control group

TDI暴露组（n=53）
TDI exposure group

统计量
Test value

P

年龄（岁）（Age，years） 35.25±8.45 36.19±8.60 0.569a 0.570

BMI（kg/m2） 23.48±2.54 22.52±2.67 -1.914a 0.058

吸烟情况（Smoking） 1.329b 0.249

是（Yes） 39 32

否（No） 16 21

饮酒情况（Drinking） 1.582b 0.208

是（Yes） 32 37

否（No） 23 16

尿中TDA（μg/L）
Urinary TDA

2，4-TDA — 10.52（0.31~28.13） — —

2，6-TDA — 2.82（1.64~5.66） — —

总TDA — 15.86（7.91~29.99） — —

工龄（年）（Working years） — 8.50（3.75~19.00） — —

［注］a：统计量为 t值；b：统计量为 χ2值。

［Note］a：Test value is t；b：Test value is χ2.

2.2   淋巴细胞亚群分析

如表2所示，TDI暴露组工人淋巴细胞、CD8+T细

胞和NK细胞的数量高于对照组，增加的百分率分别

为6.67%、14.89%和95.65%，组间差异有统计学意义

（P < 0.05）。

表2   暴露组和对照组外周血淋巴细胞亚群情况
Table 2   Peripheral blood lymphocyte subsets between control group and exposure group

细胞（109/L）
Cell

对照组（n=55）
Control group

TDI暴露组（n=53）
Exposure group

对照组（Ln，n=55）
Control group（Ln）

TDI暴露组（Ln，n=53）
Exporure group（Ln）

变化率（%）
Percentage change

P*

淋巴细胞［Lymphocyte，M（P25~P75）］ 1.80（1.40~2.30） 1.92（1.59~2.46） 0.55±0.27 0.68±0.27 6.67 0.005

CD3+T细胞（CD3+T cell，x±s） 1.24±0.35 1.32±0.44 — — 6.45 0.208

CD4+T细胞［CD4+T cell，M（P25~P75）］ 0.65（0.53~0.75） 0.66（0.54~0.85） -0.47±0.31 -0.37±0.32 1.54 0.087

CD8+T 细胞［CD8+T cell，M（P25~P75）］ 0.47（0.35~0.57） 0.54（0.40~0.67） -0.79±0.41 -0.65±0.46 14.89 0.041

B细胞［B cell，M（P25~P75）］ 0.18（0.13~0.23） 0.21（0.13~0.26） 2.27±0.41 2.27±0.50 16.67 0.941

NK细胞［NK cell，M（P25~P75）］ 0.23（0.19~0.31） 0.45（0.35~0.61） -1.44±0.58 -0.80±0.46 95.65 <0.001

［注］变化率为暴露组与对照组相比，变化的百分率。*：校正年龄、BMI、吸烟和饮酒情况。

［Note］Percentage change is calculated as the difference of cell counts between the exposure group and the control group divided by the cell count of the control 

group. *：Age，BMI，drinking，and smoking are adjusted.
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2.3   TDI内暴露剂量对淋巴细胞亚群的影响

Spearman相关性分析发现，暴露组中淋巴细胞、

CD3+T细胞、CD4+T细胞、CD8+T细胞、B细胞和NK

细胞水平与尿中总TDA浓度无相关关系（r值分别
为 -0.124、-0.094、0.081、-0.102、-0.079 和 -0.248，

均P > 0.05）。如表3所示，依据尿中总TDA浓度的中
位数将暴露组分为低暴露组和高暴露组。低暴露组淋

巴细胞、CD3+T细胞、CD4+T细胞、CD8+T细胞和NK

细胞的数量均高于对照组（P < 0.05），增加的百分率
分别为18.33%、14.52%、7.69%、27.66%和108.70%；

而高暴露组仅有NK细胞水平高于对照组（P < 0.05），
增加的百分率为86.96%。所有指标在低、高暴露组间

差异均无统计学意义（P > 0.05）。

2.4   TDI暴露工龄对淋巴细胞亚群的影响

Spearman相关性分析发现，TDI暴露工龄与淋

巴细胞、CD3+T细胞、CD4+T细胞、CD8+T细胞、B细

胞和NK细胞水平无相关关系（r值分别为-0.107、
0.077、-0.070、0.175、0.120和-0.156，均P > 0.05）。依
据暴露工龄中位数将暴露组工人分为短时间暴露组

和长时间暴露组。结果显示，短时间暴露组的淋巴细

胞和NK细胞的数量高于对照组（P < 0.05），增加的
百分率分别为18.33%和95.65%；长时间暴露组的

淋巴细胞、CD8+T细胞和NK细胞的数量高于对照组

（P < 0.05），增加的百分率分别为5.00%、23.40%和
91.30%。其他指标在不同暴露工龄组间差异无统计学

意义（P > 0.05）。见表4。

表3   TDI内暴露剂量对外周血淋巴细胞亚群的影响
Table 3   Effects of urinary TDI metabolites on peripheral blood lymphocyte subsets

细胞（109/L）
Cell

对照组（n=55）
Control group

低暴露组（n=23）
Low exposure group 

高暴露组（n=23）
High exposure group

变化率1
Percentage change1（%）

变化率2
Percentage change 2（%）

淋巴细胞［Lymphocyte，M（P25~P75）］ 1.80（1.40~2.30） 2.13（1.84~2.45）** 1.92（1.54~2.47） 18.33 6.67

CD3+T细胞（CD3+T cell，x±s） 1.24±0.35 1.42±0.34* 1.28±0.53 14.52 3.23

CD4+T细胞［CD4+T cell，M（P25~P75）］ 0.65（0.53~0.75） 0.70（0.58~0.83）* 0.65（0.49~0.98） 7.69 0

CD8+T 细胞［CD8+T cell，M（P25~P75）］ 0.47（0.35~0.57） 0.60（0.53~0.69）** 0.46（0.35~0.64） 27.66 -2.13

B细胞［B cell，M（P25~P75）］ 0.18（0.13~0.23） 0.22（0.16~0.33） 0.19（0.12~0.25） 22.22 5.56

NK细胞［NK cell，M（P25~P75）］ 0.23（0.19~0.31） 0.48（0.33~0.64）** 0.43（0.32~0.55）** 108.70 86.96

［注］与对照组相比，*：P < 0.05；**：P < 0.01。校正年龄、BMI、吸烟和饮酒。变化率 1为低暴露组与对照组相比，变化的百分率。变化率 2为高暴
露组与对照组相比，变化的百分率。

［Note］Compared with the control group，*：P < 0.05；**：P < 0.01. Age，BMI，drinking，and smoking are adjusted. Percentage change 1 is calculated as 
the difference of cell counts between the low exposure group and the control group divided by the cell count of the control group. Percentage change 2 is 

calculated as the difference of cell counts between the high exposure group and the control group divided by the cell count of the control group. 

表4   TDI暴露工龄对外周血淋巴细胞亚群的影响
Table 4   Effects of TDI related working years on peripheral blood lymphocyte subsets

细胞（109/L）
Cell

对照组（n=55）
Control group

短时间暴露组（n=27）
Short-time exposure group

长时间暴露组（n=26）
Long-time exposure group

变化率1
Percentage change 1
（%）

变化率2
Percentage change 2
（%）

变化率3
Percentage change 3
（%）

淋巴细胞［Lymphocyte，M（P25~P75）］ 1.80（1.40~2.30） 2.13（1.57~2.50）* 1.89（1.65~2.44）* 18.33 5.00 -11.27

CD3+T细胞（CD3+T cell，x±s） 1.24±0.35 1.28±0.46 1.37±0.42 3.23 10.48 7.03

CD4+T细胞［CD4+T cell，M（P25~P75）］ 0.65（0.53~0.75） 0.61（0.53~0.85） 0.69（0.55~0.85） -6.15 6.15 13.11

CD8+T 细胞［CD8+T cell，M（P25~P75）］ 0.47（0.35~0.57） 0.52（0.41~0.67） 0.58（0.36~0.68）* 10.64 23.40 11.54

B细胞［B cell，M（P25~P75）］ 0.18（0.13~0.23） 0.16（0.11~0.24） 0.23（0.15~0.28） -11.11 27.78 43.75

NK细胞［NK cell，M（P25~P75）］ 0.23（0.19~0.31） 0.45（0.39~0.60）** 0.44（0.29~0.62）** 95.65 91.30 -2.22

［注］与对照组相比，*：P < 0.05；**：P < 0.01。校正BMI、吸烟和饮酒。变化率 1为短时间暴露组与对照组相比，变化的百分率。变化率 2为长时
间暴露组与对照组相比，变化的百分率。变化率 3为长时间暴露组与短时间暴露组相比，变化的百分率。

［Note］Compared with the control group，*：P < 0.05；**：P < 0.01. BMI，drinking，and smoking are adjusted. Percentage change 1 is calculated as the 
difference of cell counts between the short-time exposure group and the control group divided by the cell count of the control group. Percentage change 

2 is calculated as the difference of cell counts between the long-time exposure group and the control group divided by the cell count of the control group. 

Percentage change 3 is calculated as the difference of cell counts between the long-time exposure group and the short-time group divided by the cell count 

of the short-time exposure group.

3   讨论
TDI诱发职业性哮喘的靶细胞为支气管上皮细

胞。在工业环境中，支气管上皮细胞长期受到TDI刺

激后，可能出现结构的改变和功能的紊乱，并导致一

系列生物活性分子的产生与释放，如白介素-1、白介

素-6、白介素-8和肿瘤坏死因子-α等［11-12］。TDI作为
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半抗原，其含有的异氰基团可与气道内的白蛋白共价

结合，生成TDI-人血清白蛋白（TDI-HSA），成为完全

抗原物质［13］。TDI-HSA可能通过某些中间环节渗透

到黏膜下组织，被抗原提呈细胞产生活性物质。这些

活性物质与支气管上皮细胞产生的细胞因子共同活

化淋巴细胞、中性粒细胞等炎性细胞，从而导致下游

一系列炎性反应的发生。

本研究对TDI暴露工人外周血淋巴细胞亚群进

行分析，结果表明，暴露组和对照组相比，淋巴细胞、

CD8+T细胞和NK细胞的数量升高（P < 0.05）。淋巴细
胞是机体重要的免疫细胞，CD8+T细胞为毒性T细胞，

可通过直接杀伤作用清除靶细胞，CD8+T细胞增多与

在TDI哮喘患者中的研究结果相一致［7］。NK细胞可

非特异性识别靶细胞，参与机体抗肿瘤和抗病毒感染

活动。TDI暴露人群中，关于NK细胞的变化之前未见

报道。CD8+T细胞和NK细胞增多，提示TDI作业工人

免疫功能受到影响，可能与炎性反应相关。

为了进一步明确淋巴细胞亚群的变化与TDI暴露

水平的关系，本研究进行了TDI内暴露剂量的分析。工

业常用的TDI是2，4 -TDI和2，6-TDI的混合物，在尿中

的代谢产物为 2，4-TDA和2，6-TDA，尿中TDA的浓度

可通过气相色谱法检测［14-16］。尿液中，2，4-TDA的半

衰期为5.8~11 d，2，6-TDA的半衰期为6.4~9.3 d［17］。研

究显示，尿中TDA浓度与工作环境中TDI浓度具有线

性相关性［18］，但尿中TDA浓度和效应指标的关联性

尚未见文献报道。本研究以尿中总TDA浓度作为内暴

露指标，探讨其与血液学指标的关系。结果表明，TDI

作业工人尿中总TDA浓度高于对照组。根据尿中总

TDA浓度的中位数将暴露组分为低暴露组和高暴露

组。低暴露组的淋巴细胞、CD3+T细胞、CD4+T细胞、

CD8+T细胞和NK细胞的数量均高于对照组，差异有

统计学意义（P < 0.05），而高暴露组仅NK细胞的数量
高于对照组（P < 0.05）。低暴露组与高暴露组相比，不
仅发生变化的指标种类变多，且指标增加的百分率更

多，提示低暴露组工人受TDI的影响更为明显。

本研究中暴露组均为长期暴露于TDI的工人，工

龄中位数为8.50年，但并未观察到TDI暴露工龄与免

疫学指标之间存在相关关系。这一结果可以用健康

工人效应来解释。由于TDI可导致作业工人肺功能下

降、哮喘及炎性反应［4-5］，可能一部分长期暴露于TDI

的工人由于严重的健康损害效应而离开岗位，现保留

人员（长期暴露者）已产生耐受性或为非易感体质，

从而导致本研究中短时间暴露组的免疫学效应变化

强于长时间暴露组工人。

个体的易感性是影响TDI健康效应的另一重要因

素。研究表明，GSTM1缺失型（null）基因型，GSTP1
低活性（slow-activity）基因型，NAT1慢代谢（slow-
acetylator）基因型可以提高异氰酸盐引发的职业性哮

喘的风险［19-22］，可能是这些基因参与了TDI在体内的

代谢过程。接下来的研究可以从基因多态性的角度探

索TDI的免疫学效应。

综上，本研究观察到外周血CD8+T细胞和NK细

胞在TDI暴露组中升高，提示TDI暴露可通过对外周

血淋巴细胞亚群的影响介导炎性反应。
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《 》杂志被中国科学引文数据库（CSCD）收录

2015年4月，中国科学院文献情报中心公布了2015—2016年度中国科学引文数据库（Chinese Science 

Citation Database，CSCD）来源期刊。该库收录来源期刊 1 200种，其中中国出版的英文期刊 194种，中

文期刊 1 006种。经由定量遴选、专家定性评估，《 》杂志被收录为CSCD来源期刊（http:// 

sciencechina.cn/cscd_source.jsp）。

CSCD创建于 1989年，收录我国生物学、医药卫生、环境科学等领域出版的中英文科技核心期刊和

优秀期刊千余种。2007年开始，CSCD与美国汤森路透集团合作，是美国科技信息研究所（ISI）Web of 

Science平台上第一个非英文语种的数据库，已实现与Web of Science的跨库检索。CSCD来源期刊与 SCI

在同一平台上面向全球提供服务，所有进入CSCD的期刊论文均可经由该平台检索，为国内唯一实现该

功能的数据库。

《 》杂志衷心感谢各位编委、审稿专家、作者和读者对本刊工作的支持！衷心希望广

大读者和作者一如既往支持本刊工作，踊跃投稿！
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