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摘 要：环境污染物几乎都以混合物的形式存在。文章以污染物联合毒性研究的发展为主线，介绍了联合毒性定性研究方法（毒性单位

TU 法、加和指数 AI 法、混合毒性指数 MTI 法及相似参数 λ 法）和定量研究方法（以 TU 和 λ 为参数的方法和混合化合物的定量结构-活性相

关 QSAR 法），简要概述了各方法的优缺点。发现目前已有的研究方法大都还停留在定性并逐步向定量发展的阶段，指出了其中借鉴单一化

合物 QSAR 模型而发展起来的混合化合物定量结构———活性相关（M-QSAR）模型尚处在开始成型的“初级”阶段，但它是 21 世纪可持续发

展的新生力量，它的发展必将推动我国环境污染化学的进一步发展，为污染物的生态风险评价提供更为可靠的科学方法和理论依据。
关键词：混合污染物； 联合毒性； QSAR； 研究进展

中图分类号：X174 文献标志码：A 文章编号：1003-6504(2009)02-0080-07

Progress on Joint Effect of Mixture Pollutants

ZENG Ming1，4， LIN Zhi-fen1，2，3*， YIN Da-qiang2， YIN Ke-dong1

（1.Key Laboratory of Tropical Marine Environmental Dynamics，South China Sea Institute of Oceanology，Chinese

Academy of Sciences，Guangzhou 510301，China；2.Key Laboratory of Yangtze River Water Environment of Ministry

of Education，School of Environment Science and Engineering，Tongji University，Shanghai 200092，China；

3.State Key Laboratory of Marine Environmental Science，School of Environment Science，Xiamen University，Xiamen

361005，China；4.Graduate School，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China）

Abstract：Environmental pollutants are almost mixtures. Advances on joint toxicological effect of mixture pollutants were

reviewed according to development of various stages. Methods from qualitative to quantitative study of joint toxicological effect

together with disadvantages and advantages were systematically introduced，with focus on qualitative study and development of

quantitative study. M -QSAR，which draws lessons from QSAR of individual chemicals，is still at primary stage, but is

prospective for sustainable development in 21st century，which can not only facilitate the development of environmental

pollution chemistry but provide more reliable scientific approaches and theory basis to estimate ecology risk of pollutant.
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近 50 年来，人们对单一污染物的理化性质及其

环境行为进行了相当详细的研究，并取得了许多相应

的成果[1]。事实上，在自然界中绝对意义的单一污染是

不存在的，污染多有伴生性和综合性的特点，所以单个

污染物的研究虽具有一定的参考意义，但作为制定环

境标准和环境容量的依据，就显得证据不足，因此混合

化合物对机体的联合作用越来越受到人们的重视。
混合污染物联合毒性研究始于 1939 年[2]，经过近

70 年的发展，已经成功发展了 TU（毒性单位）法[3-4]、

AI（加和指数）法[5]、MTI（混合毒性指数）法[6]及 λ（相

似参数）法[7]。这些方法都能根据实验和相应公式的计

算结果简单判别混合物的联合作用方式为拮抗、独

立、相加及协同。然而，随着新化学品的不断问世及联

合毒性的复杂性和多变性，越来越多科学研究者发现

这些方法只能定性判断污染物的联合作用方式，并不

能判断其作用的程度，因此，他们呼吁联合毒性的研

究必须进入到定量研究阶段[8]。从 20 世纪 90 年代始，

混合污染物联合毒性研究有了一定的进展，先后提出
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以 TU[9]和λ[10]为参数的定量研究方法和混合化合物的

定量结构-活性相关 M-QSAR 法[11]，初步建立了 M-
QSAR 的理论框架，但如何建立一套能有效定量预测

混合物的毒性目前还一直是国内外研究的焦点。本文

根据国内外相关的文献总结联合毒性定性和定量研

究方法，分析各方法的优缺点，并对今后进一步的发

展方向提出了看法。

1 混合污染物联合毒性的定性研究

早在 1939 年，Bliss[2]在“毒物联合使用时的毒性”
一文中最早提到化学毒物之间存在“拮抗、独立、相加

和协同四类作用”。这也是一直以来较为公认和普遍

采用的术语[12]。目前，判别这四类联合作用的毒性指

标主要有毒性单位（TU）、加和指数（AI）、混合毒性指

数（MTI）和相似参数（λ）等。
1.1 毒性单位法（TU）

毒性单位（TU）是最早提出的联合毒性的判别方

法。1965 年，Sprague 等[3]通过研究 Cu-Zn 之间交互作

用对大西洋大麻哈鱼幼体生长发育的影响，提出了这

一概念。1975 年，Anderson 等[4]对这一概念进行了修正、
完善和发展。其定义式如下：

TUi= Ci

IC50i
（1）

式（1）中，Ci 为化合物 i 的浓度；IC50i 为化合物 i的
IC50 或 LC50

[13]。运用此公式对混合物联合作用的判断

标准为：若 TU=1（定义 TU=∑TUi），那么化学物之间

呈相加作用；若 TU＞TU0（定义 TU0 = TU
max（TUi）

），化

学物之间呈拮抗作用；若 TU<1，化学物之间呈协同作

用；若 TU=TU0，化学物之间为独立作用；若 TU0>TU>
1，化学物之间呈部分加和作用。

TU 法是以浓度相加为基础模式，判别方法简单，

在判别相加作用时具有较好的可靠性，曾得到较为广

泛的应用。如袁星等[14]运用此毒性指标测定 2，4-二硝

基甲苯与 5 种硝基芳烃化合物对大型蚤的二元混合

物的联合毒性，结果以相加作用为主，其 TU 值范围为

0.79～1.46。高继军等[15]也运用此指标测定了铜锌重金

属混合物对青海弧菌的联合毒性，发现铜锌的联合毒

性作用方式为相加作用，其 TU 值为 0.99。ChungYuan
Chen 等[16]运用此指标测定了丁醛与乙醛、烯丙醇与炔

丙醇对大肠杆菌的联合毒性，均为相加作用，其 TU 值

分别为 1.08 和 1.02。
TU 法还可判断有机混合物联合毒性的强弱。如

林春等[17]在测定 2，4-二硝基甲苯与硝基苯衍生物对

发光菌的联合毒性时，发现 2，4-DNT 与对硝基氯苯

的协同作用最弱，其 TU 值为 0.600，而 2，4-DNT 与

对硝基苯酚的协同作用最强，其 TU 值为 0.189。
1.2 加和指数法（AI）

加和指数（AI）是在 TU 概念的基础上发展起来

的。1977 年，Marking[5]对此概念进行了系统的阐述。这
一概念的基本定义如下：

若 M=1，AI=M-1
M<1，AI=1/M-1
M>1，AI=-M+1

式中，M=∑TUi （2）
运用公式（2）对混合物联合作用的判断标准为：若

AI=0，那么化学物之间呈相加作用；若 AI＜0，化学物之

间呈拮抗作用；若 AI>0，化学物之间呈协同作用。
AI 法以 TU 的简单相加为标准，通过对 M 值大

小的划分而给出不同的判断联合作用的公式。这种在

联合毒性大小不同的情况下运用不同的公式进行判

断，比 TU 法更大大增加了判断过程的可信性。因此，

相对于 TU 法，更多研究者热衷于运用 AI 法，如杨亚

琴[18]等人应用此指标测定了 Cu2+、Zn2+、Cd2+对蟾蜍蝌

蚪的等毒性配比的二元及三元混合体系的联合毒性，

得出 Cu2+和 Zn2+及 Zn2+和 Cd2+二元体系均为拮抗作

用，其 AI 值分别为-0.28 及-0.29；Cu2+、Zn2+、Cd2+三元

体系为协同作用，AI 值为 0.03。苏丽敏[19]等测定了苯

胺与取代苯胺的二元混合物对大型蚤的联合毒性，结

果均为协同作用，其 AI 值为 6.30～20.74。同时，应用此

指标测定混合化合物对不同生物的联合毒性报道较

多，如镉铅锌共存时对鲫鱼[20]、泥鳅[20]和水螅[21]的联合

毒性；硝基芳烃类物质共存时对虹鳉鱼[22]、盐藻[23]的联

合毒性；氟与硒共存时对大型蚤[24]、斑马鱼[25]的联合毒

性等。
AI 法与 TU 法都是以浓度相加为基础模式的，所

以得出的结果基本一致。修瑞琴等[26]运用这两种方法

处理硒与氟对猛水蚤的联合毒性时发现，两种方法的

结果都是拮抗作用。董玉瑛等[27]运用这两种方法处理

十二烷基硫酸钠（SDS）和苯酚及 SDS 和甲苯对发光

菌的联合毒性时，发现两种方法的结果也一致，均为

协同作用。
同样，AI 法也可判断混合物联合毒性的强弱。比

如傅迎春[24]通过测定硒与氟对大型水蚤的联合毒性，

并运用 AI 值的大小得出氟与四价硒的拮抗作用程度

大于氟与六价硒的作用，而且氟与四价硒在不同浓度

比例下拮抗作用程度不同，适当降低氟的比例，拮抗

作用增强。然而，至今为止，AI 法仍缺少判断独立作用

的标准，从而在一定程度上造成判断结果的不全面。
1.3 混合毒性指数法（MTI）

混合毒性指数 （MTI） 这一概 念 是 德 国 学 者
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K觟nemann[6]于 1981 年首先提出的。MTI 定义为：

MTI= logM0- logM
logM0

（3）

式（3）中，M=∑TUi M0= M
max (TUi )

运用公式（3）对混合物联合作用的判断标准为：若

MTI＜0，化学物之间呈拮抗作用；若 MTI=0，化学物之

间呈独立作用；若 0＜MTI＜1，化学物之间呈部分相加

作用；若 MTI=1，化学物之间发生浓度相加作用；若

MTI＞1，化学物之间发生超加和作用或协同作用，即混

合体系中一个或若干个组份的毒性有加强的作用。
Koutsaftis 等[28]运用此法测定了数种生物杀灭剂

对卤虫的联合效应，结果发现吡啶硫酮铜与吡啶硫酮

锌的联合毒性呈协同作用，其 MTI 值范围为 1.972～
9.179；百菌清与吡啶硫酮铜的联合毒性呈拮抗作用，

其 MTI 值范围为-2.247～-0.314。Wolf 等[29]运用此法

指出 25 个化合物的混合体系对月鳢鱼的毒性是呈相

加作用，其 MTI 值范围为 0.921～0.988。J.Chen[30]运用

此法指出 13 种杂环氮化合物的混合体系对水蚤的毒

性是呈相加作用，其 MTI 值范围为 0.16～0.98。
与 AI 法一致，MTI法也能判断混合物联合作用

方式的强弱，但两者的结果却不尽相同。孟庆俊等[31]

在测定苯胺与甲基苯胺混合物对大型蚤的联合毒性

时发现，尽管 MTI 法与 AI 法所判断的结果都为协同

作用，但是采用 AI法的结果表明，当等毒性单位配比

时，协同作用最强，其 AI 值范围为 12.51～26.78，而其

他配比的 AI 值范围为 6.30～9.20；而 MTI法却显示，

当毒性单位为 1： 4 和 4： 1 配比时，协同作用最强，

其 MTI 值范围为 9.91～11.19，而其他配比的 MTI 值范

围为 4.76～5.80。林春等[17]在测定 2，4-二硝基甲苯与

硝基苯衍生物对发光菌的联合毒性时，也发现两种方

法所判断的结果均为协同作用，但两种方法所判断作

用方式强弱的结果不同，AI 法显示 2，4-DNT 与对硝

基苯酚的协同作用最强，其 AI 值为 4.291，其他混合物

的 AI 值为 0.667～3.065；而 MTI 法却显示 2，4-DNT
与对硝基甲苯的协同作用最强，其 MTI 值为 11.034，

其他混合物的 MTI 值为 4.254～7.445。
1.4 相似参数法（λ）

相似参数（λ）是 Christense 等[7]于 1989 年在分析

混合化合物的联合毒性时提出的，用于表征混合体系中

各单一化合物毒性贡献值的相似程度，其公式如下：
m

i= 1
∑（TUi）（1 /λ）=1 （4）

运用公式（4）对混合物联合作用的判断标准为：若

λ=1，表明化学物之间呈相加作用；若 λ＞1，表明化学

物之间呈协同作用；若 1＞λ＞0，表明化学物之间呈拮

抗作用。
Prakash 等[10]应用这一概念，对含有正辛醇的二元

混合有机体系进行了较为系统的研究。结果发现：含

正辛醇和环已酮的混合体系对微生物 Polybac 的毒性

效应为浓度相加模式，其 λ 值为 1.06；含正辛醇和氯

苯的混合体系的联合毒性效应为协同作用，其 λ 值为

1.33；含正辛醇和四氯乙烯的混合体系的联合毒性效

应为拮抗作用，其 λ 值为 0.21。董玉瑛等[27]运用此法

处理十二烷基硫酸钠（SDS）和苯酚及 SDS 和甲苯对

发光菌的联合毒性，指出均呈协同作用，其 λ 值为

1.489 及 1.559。
值得高兴的是，λ 法与 AI 法在判断联合毒性作用

方式及其强弱时的结果均为一致。比如苏丽敏等[32]在

测定苯胺和硝基苯胺对大型蚤的联合毒性时，发现两

种方法评价的结果都一致，均为协同作用，而且在等

毒性配比时的协同作用最强。但是由于采用的尝试法

求 λ 值较繁琐[10]，因此目前尚未得以广泛应用。

2 混合污染物联合毒性的定量研究

可见，污染物联合毒性的前期研究主要是以上述

TU、AI、MTI 等为指标，仅定性判断混合物中各化合物

的联合作用为相加、独立、拮抗或协同，尚无法进一步

衡量化合物对生物联合作用的程度。因此，有研究者

在定性研究的基础上，对混合污染物联合毒性进行了

定量化的尝试性研究，取得了一些初步的进展。
2.1 以 TU 为参数的混合化合物定量研究

Nirmalakhanda[9]于 1994 年率先根据毒性单位的

概念提出，对于含 n 个单一化合物的体系，在等毒性

的假设前提下，可得：
n

i=1
∑TUi=n×TUi=1 （5）

因此，如果根据单一化合物的 QSAR 模型，先预

测出各单一化合物的半致死浓度 IC50i，那么，就可计

算出在致毒作用为半致死量的混合体系中，任一有机

化合物的浓度 Ci＝ IC50i

n 。

他的学生 Xu[33]继承了此理论，在 1998 年提出，对

于含有 n-1 个等毒性的有机化合物和一个不等毒性

的有机化合物 n，化合物 n 的浓度可采用式（6）预测：

Cn＝ IC50 , n× 1-
n - 1

i = 1
∑TUi∑ ∑ （6）

2.2 以 λ 为参数的混合化合物定量研究

Prakash[10]于 1996 年根据 Christense 等[7]提出的相

似参数 λ，并采用他们的公式成功地预测混合体系中

任一有机化合物的浓度。
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m

i= 1
Σ (TUi ) ( 1 / λ)=1 （7）

公式（7）同上述的定性研究中的相似参数法公式

相同。Prakash 的模型可以用于非等性体系，但与定性

研究一样，λ 值的求算相当繁琐。
Prakash、Nirmalakhanda 和 Xu 可以说是混合化合

物毒性定量化研究的先驱，但是，这些模型只能预测

当致毒作用为半致死时混合体系中单一有机化合物

的浓度，而无法定量预测任意给定的混合体系的毒性。
2.3 混合物定量结构-活性相关的模型（M-QSAR）

2.3.1 含混合物理化参数的 M-QSAR 模型

定量结构-活性相关（QSAR）[34]经过近 50 年的发

展，已经从最基本的脂溶性预测模型发展到各类型化

合物的理化参数以及环境因素参与模拟的多元模型，

从而成功地预测了众多现有化合物和将要合成的新

化合物的毒性，但是，这些具有强大预测功能的

QSAR 模型都只是反映了单一化合物的环境行为，它

还不能从定量方面预测混合物的毒性。因此，从 2000
年开始，作者[11，35-56]借鉴单一化合物的定量结构-活性

相关（QSAR）的研究方法，以发光细菌为测试生物，在

单一化合物理化参数 （正辛醇/水分配系数 Kow，氢键

效应 αH 和 βH 等）基础上，提出了一些混合化合物的

理化参数 （如混合物分配系数 KMD、混合物氢键效应

（AMH，BMH）和混合物酶活性抑制参数（I50M）等），并采用

这些混合物理化参数对相应混合污染物进行了 M-
QSAR 的尝试性研究，取得了一些初步的进展。

（1）以非极性麻醉型化合物为研究对象，以混合

物分配系数 KMD 为毒性贡献因子，成功地建立了非

极性麻醉型混合有机化合物毒性的 M-QSAR 预测

方程（8）。
log1 /EC50M=1 .094logKMD+0 .111 （8）
n=134，r2=0.964，SE=0.1233，F=3522.664，P=0.000
结果表明，此 M-QSAR 方程用于不同组成和不

同比例的非极性麻醉型混合体系，预测值与实测值较

为吻合。
（2）以极性麻醉型化合物为研究对象，在仅以 KMD

为变量的 M-QSAR 方程中引入总氢键效应（AMH，

BMH），建立了含极性麻醉型有机化合物毒性的 M-QSAR
预测方程（9）。

log1 /EC50M =-0 .494 +1 .447lgKMD +0 .587AMH +
0 .153BMH （9）

n=35，r2=0.955，SE=0.1819，F=225.088，P=0.000
结果表明，引入混合物的总氢键效应（AMH，BMH）

可提高极性麻醉型化合物M-QSAR方程的可置信程度。
（3）以反应性有机化合物为研究对象，在以混合

有机化合物酶活性抑制参数 I50M 为毒性贡献因子的基

础上，引入混合物的分配系数 KMD，分别建立了不同联

合作用方式的混合化合物的 M-QSAR 预测模型，其

中 协 同 或 相 加 作 用 的 混 合 体 系 的 M-QSAR 见 式

（10），拮抗作用的混合体系的 M-QSAR 见式（11）。
log1 /EC50M=0 .196+0 .447*logKMD+

0 .671*log (1 / I50M) （10）
n=14，r2=0.892，SE=0.2246，F=54.647，P=0.000
log1 /EC50M=-0 .366+1 .030logKMD+

0 .678log (1 / I50M) （11）
n=10，r2=0.897，SE=0.294，F=30.408，P=0.000
结果表明，对于不同组成、不同比例、不同联合作

用方式，预测结果都较为满意。
2.3.2 含量子化学参数的 M-QSAR 模型

2007 年，Zhang 等[57]根据作者[46，51]所测定的毒性数

据，引入量子化学参数 lgEnrM、GAPh-1M、qM-、GAPVmM，

分别建立了对于不同混合物的 M-QSAR 预测模型，

其中用于非极性麻醉型二元混合物的 M-QSAR 见式

（12），用于麻醉型（包括非极性与极性）二元混合物的

M-QSAR 见式（13）。
log1/EC50M =34 .828qM-+3 .266lgEnrM -17.505

GAPh - 1M-7 .346 （12）
R2(adj.)=0.906，F=88.171，SE=0.18546，n=28，P=0.000
log1/EC50M =4.622lgEnrM -11.792GAPh -1M -0.961

GAPVmM+0 .081μ-15 .977 （13）
R2(adj.)=0.850，F=70.399，SE=0.27034，n=50，P=0.000

3 结语

随着混合污染物联合毒性研究的不断深入，污染

物联合毒性已经由最初的定性研究阶段向定量研究

阶段过渡，特别是已经成功借鉴单一化合物定量结

构-活性相关（QSAR）的研究方法，提出了混合物的理

化参数和量子化学参数，初步建立了混合物定量结

构-活性相关（M-QSAR）的理论框架。
然而，由于目前所提出的混合物参数本身的一些

局限性，这些 M-QSAR 模型仅能预测一些相同类别

组成的混合污染物。因此，需要加强对混合物联合作

用本质的认识，并可能借助量子生物学和拓扑学原

理，修正目前已有的混合物参数，并提出一系列 M-
QSAR 的其他混合物理化参数和指标体系，以望对混

合化合物的性质及其所包含的各单一化合物性质的

描述更加全面、细致，物理意义更为明确，从而使 M-
QSAR 模型对真实污染环境更具有使用性。

其次，目前混合污染物的联合毒性，特别是混合

物联合毒性的定量研究阶段，还仅限于有限的几个比
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例下的相同组成混合物的研究。因此，开展比例系列

更为全面的混合物联合毒性研究，揭示混合物组成比

例与混合物联合毒性的相关规律，对混合物联合毒性

定量研究也具有相当的研究意义。
再次，目前混合物联合毒性的 M-QSAR 研究，主

要还仅集中于发光菌[49]、藻类[58]等几种较为简单的受

试生物。这些已成功建立的 M-QSAR 理论模型能否

应用于青蛙、泥鳅等较为高等的动物，外推至人类时

应如何修正，以及如何选择更为代表性的受试生物都

是值得进一步的深入研究。
最后，本文认为，在不断研究更加完善的混合物

参数，开展更为全面的系列比例的混合物联合毒性研

究，选择更为代表性的受试生物，使 M-QSAR 模型更

能适用于实际环境中的污染物联合毒性的预测的同

时，应致力于加强 M-QSAR 的计算化进程，使混合污

染物联合毒性的定量化研究更为便捷。
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