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摘　要　基于单一污染物的毒性研究无法准确评估真实环境中多污染物共存的生态与健康风险，因此大

量研究开始关注混合物联合毒性这一更具挑战性和现实性的课题. 本文围绕当前毒理学领域的主要研究

对象——重金属、纳米材料，综述了重金属混合物、纳米颗粒混合物、以及两者混合物的联合作用评价

方法，包括基于重金属间无相互作用或相互作用可忽略的浓度加和（concentration addition，CA）模型、

独立作用（ independent action， IA）模型及其改进模型，基于生物生理过程的生物配体模型（biotic
ligand model，BLM）、毒代 -毒效动力学模型（ toxicokinetictoxicodynamic，TK-TD）、动态能量平衡

（dynamic energy budget，DEB）理论，基于颗粒物结构性质的定量纳米结构 -活性关系（quantitative
nanostructure-activity relationships，QNAR，或 nano-QSAR）模型等，介绍了各类模型的基本原理、适用

条件和应用情况. 最后对重金属-纳米颗粒联合毒性的未来研究方向进行了展望.
关键词　重金属，纳米颗粒，联合作用，毒性预测模型.
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Abstract　Toxicity  studies  based  on  single  pollutant  can  not  exactly  evaluate  the  ecological  and
health risks of multiple pollutants in environment, a large number of studies have focused on the joint
toxicity of mixtures, a more challenging and realistic topic. Heavy metal and nanomaterial are two of
the  most  notable  pollutants  in  the  field  of  toxicology,  thus  this  paper  summarizes  the  evaluation
methods  of  heavy  metal  mixtures,  nanoparticle  mixtures  and  their  combined  effects,  including
models  based on no interaction  or  negligible  interaction  between pollutants  (e.g.,  the  concentration
addition  model,  CA;  independent  action  model,  IA;  and  their  derived  models),  models  based  on
physiological  process  (e.g.,  biological  ligand  model,  BLM;  toxicokinetictoxicodynamic,  TK-TD;
dynamic  energy  budget  theory,  DEB),  models  based  on  the  structural  properties  of  particles
(quantitative nanostructure activity relationships, QNAR or nano QSAR), etc. The basic principles of
these  models  and  their  applicable  conditions  are  introduced  first,  and  then  perspectives  for  future
research in combined toxicity of heavy metals and nanoparticles are discussed in the end.
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随着工业的发展以及人类消耗的激增，经各种途径排放进入环境中的重金属和纳米材料大为增加[1 − 2].
其中土壤和水体是重要的汇[3]. 同时使用纳米颗粒减少作物中重金属累积、去除水中重金属污染等的

发展[4 − 6]，也导致了环境中重金属和纳米颗粒的共存问题. 重金属可在不同营养级生物体内发生生物积

累，还可影响生物的代谢活动和免疫能力，改变生物生理生化状态，诱发动物和人类多种疾病产生[7 − 8].
纳米颗粒由于尺寸微小，相较于大颗粒更易进入生物体内且进入后更难清除. 另外，纳米颗粒可诱导

DNA 突变，损伤线粒体结构，产生氧化应激、炎症反应，破坏细胞和器官的正常功能[9 − 10]. 传统污染物

Cd、Pb、Cu、As 等金属和类金属元素，以及新型污染物金属和非金属纳米材料，都是当前毒理学的重

要研究对象.
实际环境中，生物往往暴露于多种污染物，产生不同于单一污染物暴露的毒性效应. 首先，一种金

属的存在可影响其他金属的生物效应. 如 Cu 可增强海洋浮游硅藻对 Zn 的吸收[11]，而 Zn 与 Ni 对小麦

毒性存在拮抗作用[12]. 其次，一种纳米颗粒可通过干扰其他纳米颗粒的分散稳定性、表面性质以及离

子释放等[13]，进而影响其生物效应. 最后，重金属与纳米颗粒之间也存在相互作用. 一方面，纳米颗粒可

改变金属的生物吸收，如叶面喷洒 TiO2 纳米颗粒可减少玉米幼苗对 Cd 的吸收[14]；另一方面，重金属的

存在会影响纳米颗粒的团聚行为，同时重金属对生物生理（如细胞膜通透性、氧化损伤等）的影响也会

改变纳米颗粒的生物转运与毒性 [15]. 当有其它因素存在时，纳米颗粒与重金属的联合效应更为复杂，

如 TiO2 NPs 与 Cd 的联合效应与水中 Ca 的浓度密切相关[16].
显然，研究污染物的联合毒性比研究单一污染物对生物的毒性效应更具实际意义. 然而由于污染

物的联合毒性取决于其组成，对环境中各种污染物组成混合物的联合毒性均采用实验研究又不切实

际[17 − 18]，因此需要根据各种污染物的混合体系采用适合的数学模型进行毒性评价. 对于多元混合物的

毒性评估经历了从定性到定量的发展阶段，出现了多种模型预测方法. 但由于环境中污染物种类多、

性质差异大，对于不同类型污染物的评估方法差异较大. 鉴于重金属和纳米颗粒对生态环境和人类健

康的不利作用，本文概述了重金属、纳米颗粒以及两者共存的联合毒性评价模型，总结了各评价方法

的优缺点及其应用，旨在为这些混合物毒性的精确评估提供方法参考.

 1    重金属联合毒性评价方法（Joint toxicity evaluation method for heavy metals）

目前针对重金属混合物毒性的模型研究主要分为三大类：一是定性或半定量评价重金属之间是否

存在相互作用，即对加和性的偏离，包括等效线图法、指数法、析因法等. 等效线图法适于二元混合物

的毒性评估[19]；指数法和析因法可用于三元以上混合物的联合作用评价[20 − 21]. 二是重金属之间无相作

用或相互作用可忽略时的定量模型，包括浓度加和（concentration addition，CA）模型 [22]、独立作用

（independent action，IA）模型[23] 以及在此基础上的改良模型. 三是针对重金属之间往往存在的协同或相

加作用，近年来发展的一些生理学模型. 第一类模型可详见杨蓉等的综述[17]，下面主要介绍第二、三类

模型.
 1.1    CA 和 IA 模型

Loewe[22] 和 Bliss[23] 最早提出了 CA 和 IA 模型，分别用于评估组分作用模式相似和不同的混合物

毒性. CA 模型认为混合物各组分结构类似或毒性行为相似，适用于各组分可引起相同的生物效应，其

模型公式如下：

ECx,mix =
1 n∑

i=1

Pi

ECx,i

　　　 （1）

式中，ECx,i 是第 i 组分单独产生 x% 效应时的浓度；Pi 是第 i 个组分占混合物总浓度的比值.
IA 模型认为混合物各组分独立地与不同位点发生作用，其公式如下：

E(Cmix) = 1−
n
Π
i=1

(1−E(Ci))　　　 （2）
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式中，E(Cmix) 为混合物的总影响；E(Ci) 是由混合物中组分 i 引起的单独作用.
CA 和 IA 模型的优点是计算相对简便，在混合物毒性评估方面适用性较强，对于已知各组分作用

模式的混合物，其预测结果比较可靠（表 1）.
 
 

表 1    联合毒性评价方法在重金属混合物研究中的应用

Table 1    Application of joint toxicity assessment methods for heavy metal mixtures
 

测试金属
Test metal

受试生物
Test organism

评价方法
Evaluation method

模型评价效果
Result of model evaluation

参考文献
Reference

Ni、Zn、Cr、Cd四元混合物 V. fischeri （费氏弧菌） CA、IA
CA和IA模拟效果基本一致，对四元

重金属混合物拟合效果较好 [20]

Zn、Ni、Pb、Cr、As、Cu
二元混合物

Scenedesmus obliquus
（斜生栅藻）

CI
CI方法可以较为准确地表示出污染
物联合毒性随组分和比例变化时联

合作用的转变
[24]

Fe、Mn、Zn、Cu、Pb、Cr
多元混合物

Human lung epithelial
cells（A549）

CA、IA、IAM、IAI模型
CA、IA、IAM模型的预测结果
与实验值存在偏差，IAI模型

模拟效果最好
[25]

Ni、Fe、Cr、Cd二元混合物
Chlorella pyrenoidosa（蛋白核

小球藻）、Selenastrum
capricornutum（羊角月牙藻）

CA、IA、PCR-IAM
CA和IA会高估或低估混合毒性，

PCR-IAM可准确评估二元混合物的
联合作用

[26]

Cu、Zn、Cr、Cd二元混合物 Caenorhabditis elegans CA、IA 相较于IA模型，CA的预测能力更好 [27]

Ni、Cu、Mn二元混合物 Paronychiuruskimi
（Collembola） TU 对于低效应区评价结果较为可靠 [28]

Ni、Zn、Cu、Cd、Pb
二元混合物

Daphnia magna、
Ceriodaphnia dubia、Hordeum

vulgare
CA、IA

IA评价结果更为准确，CA结果比较
保守. 在低效应水平下，CA高估了对

Daphnids和H. vulgare
的混合毒性

[29]

Cd、Cu、Ni、Pb、Zn
二元混合物

Phaeocystis antarctica、
Cryothecomonas armigera

CA、IA
适合重金属对这两种受试生物的毒

性预测 [30]

Ni、Cu、Cd三元混合物 Lemna minor CA
基于内剂量的CA可以在一定范围内

准确评估毒性 [31]

Cd、Cu、Ni、Zn三元混合物 Daphnia magna CA、IA
CA模型预测Cd、Cu、Ni三元混合物
的死亡率优于IA模型，总体预测结果

表明CA预测较好
[32]

Cd、Ni、Cr二元混合物
Chlorella pyrenoidosa、

Selenastrum capricornutum
CA、CI

CA可描述混合物毒性作用. CI可定
量表征二元混合物毒性效应大小，且
能比较置信区间内任一效应水平下

混合物的联合作用强度

[33]

Y、La、Ce二元混合物 Triticum aestivum L. CA、IA CA与IA模型预测结果的准确性相当 [34]
Ag、Cd、Cu、Ni、Pb、Zn

二元混合物 Lymnaea stagnalis CA、IA 与CA相比，IA的预测偏差相对更小 [35]

Hg、Cu、Ni二元混合物 Tetrahymena thermophila
（嗜热四膜虫）

MTI
可判断1﹕1浓度比和1﹕1毒性比下金

属混合物的联合毒性作用 [36]
 
 

但也存在一些缺点，由于 CA 模型认为混合物各组分无论其浓度高低，均对联合作用有贡献，而

IA 模型认为混合物组分只有超过其未观察到作用剂量时才对联合毒性有贡献，因此两者无法准确预

测低浓度效应区的联合作用[37]；此外，对于重金属而言，作用模式完全相同或不同的情况很少发生，且

重金属之间存在的相互作用，导致了 CA 和 IA 模型评估结果的偏差.
 1.2    基于 CA、IA 的改进模型

为了克服 CA 和 IA 模型存在的不足，充分结合两模型的优势，大量研究在两个模型基础上做了一

些改进并提出了一些衍生模型：

（1）组合指数法（combination index, CI）：是一种基于半数效应方程，不受作用模式影响的混合物联

合毒性评估方法[38]. 其公式为：

CIx =

n∑
i=1

Cx,mix ·Pi

ECx,i
=

n∑
i=1

Ci

ECx,i
（3）

式中，Pi 是第 i 个组分占混合物总浓度的比值，Ci 表示混合物产生 x（%）效应时第 i 组分的浓度 .
ECx,i 表示第 i 组分单独产生 x% 效应时的浓度.

方程的每一项均以比值形式表示，是一个无量纲，当 CIX<1 和>1 时，分别表示组分之间存在协同
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和拮抗作用，而 CIX=1 时即为 CA 模型. 这与 Marking[39] 推广到用于混合物联合作用预测的毒性单位

（toxic unit，TU）法，以及在此基础上发展的相加指数（additivity index，AI）法[35]、混合毒性指数（mixture
toxicity index，MTI）法[40] 等类似. 这类模型最大的优势在于不依赖混合物中组分的作用模式，不仅可以

定量表示联合作用的大小，还可定性表示组分间的相互作用，同时适用于三元及以上混合物[41]. 但是这

类模型也是在浓度加和基础上建立起来的，它们对于组分间发生相互作用的混合体系，评价结果具有

不确定性[42].
（2）整合浓度加和-独立作用模型（integrated CA with IA model, ICIM）[43]：Mwense 等[44 − 45] 基于污染

物的分子结构，不考虑作用模式，建立了整合模糊浓度加和-独立作用模型（integrated fuzzy concentration
addition-independent action model, INFCIM），主要用于有机物的毒性预测. Qin 等 [43] 在此基础上结合多

元线性回归，提出了新的 ICIM，并验证了其对于重金属混合物的适用性，其模型公式为：

lg10(ECxmix,exp) = b0+b1 lg10(ECxmix,CA)+b2 lg10(ECxmix,IA)　　 （4）

其中，b0 为常数，b1 和 b2 为多元线性回归模型的回归系数.
ICIM 模型不局限于某一效应水平而是对整个效应区域都有一定预测能力. 对于存在非相互作用

的混合物而言，评价结果较好.
（3）两步预测模型（two-step prediction, TSP） [46]：TSP 模型采用先分组、后分步方式，分别采用 CA

和 IA 模型进行毒性预测，适用于具有相似或不同作用模式的混合物. TSP 模型对已知作用模式的混合

物，毒性评估结果比较准确，但对于作用模式不确定的混合物，其预测结果存在不确定性. Olmstead 和

Leblanc[47] 进一步发展了两步模型，他们在同一分组中引入参数 p`. 根据优化后的综合加和模型（Integrated
addition model，IAM），混合物导致的联合毒性计算公式为：

Emix = 1−Πn
i=1


1− 1

1+

 1∑n

i=1

Ci

EC50i


p′


（5）

式中，Emix 为混合物的拟合毒性；Ci 是第 i 个组分的浓度；EC50i 是第 i 组分单独引起 50% 效应的浓度；

p,是同一分组内各组分的平均斜率或指数.
（4）共线性改进模型：为解决多重共线性问题（预测指标之间存在线性关系），Kim 等[48] 基于偏最

小二乘法建立了 PLS－IAM 模型（Partial Least Squares-based IAM）. 通过比较 CA、IA、ICIM、PLS－IAM
对不同混合物的毒性评价结果，发现 PLS－IAM 模型对混合物联合毒性的预测能力优于其它模型. 从
应用范围来看，ICIM 模型、PLS－IAM 模型主要用于有机混合物或有机-重金属混合物的毒性评价. 邓
杨等 [26] 也针对 CA、IA 模型预测结果共线性问题，提出了基于主成分回归的 PCR-IAM 模型（Principal
component regression-based IAM），这一模型不但能够有效预测加和效应混合物的毒性，也可以准确预

测重金属混合物的协同和拮抗作用.
（5）整合加和交互模型（integrated addition and interaction model, IAI）：Rider 和 Leblanc[49] 在考虑了

组分间存在的相互作用后，在 IAM 模型中引入了 K 函数，表达混合物组分间的相互作用，其模型公式为：

Emix = 1−Πn
i=1


1− 1

1+
1(∑n

i=1

Ka,i(Ca)×Ci

EC50i

)p′


（6）

其中，Ka,i 是描述 a 组分在混合物中，以浓度 Ca 影响第 i 组分在混合物中有效浓度程度的函数.
IAI 模型的缺点在于需要进行实验确定 K 函数. Yuan 等[25] 将 CA、IA、IAM、IAI 模型用于预测多
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元重金属混合物的联合效应，结果显示 IAI 模型预测的准确度最高，这可能与金属之间存在的相互作

用有关. 也有研究应用广义线性相加模型（Generalized linear model, GLM），通过增加相互作用项来反映

污染物间的交互作用[50].
 1.3    生物学/生理学模型

上述目前主流的混合物作用模型，均直接将金属暴露关联到毒性效应，相对忽视了重金属的生物

累积过程. 除了在作用效应上存在相互影响，混合物组分间在生物吸收、分布、代谢、排出过程中也会

存在相互作用，影响最终的联合毒性[51]：生物配体模型（biotic ligand model, BLM）是目前基于生物有效

性最受关注的模型工具. 这一模型将位于生物表面的金属敏感位点（如转运蛋白）抽象为生物配体，金

属（M）与生物配体（BL）结合形成络合物（MBL），当其浓度达到或超过某一阈值时，就会产生特定的毒

性效应[50, 52 − 53]. 对于金属混合物，组分之间的相互作用表现为与生物配体结合过程中的竞争或非竞争

性抑制. 理论上，使用 BLM 估算金属的有效浓度，再与其他模型结合，即可用于预测重金属的联合作

用. 如 BLM 与 TU 模型结合，其模型公式为[50, 54 − 55]：

f =
KMBL

{
M2+}+∑

KIMBL {IM}
KMBL

{
M2+

}
+

∑
KIMBL {IM}+

∑
KXBL {Xn+}

（7）

式中，KMBL、KIMBL 和 KXBL 是游离金属离子（M）、无机金属络合物（IM）和阳离子 X（如 Mg2+）与 BL 位

点结合的常数，括号{}表示离子活度. 对于金属混合物，将方程 7 中的 f 代入 TU 方程，可得：

TU f =
∑

TU =
fM1

f 50%
M1BL

+
fM2

f 50%
M2BL

（8）

f 50%
M1BL f 50%

M2BL式中， 和 分别是在相对净增长 50% 条件下，单一金属暴露下 M1 或 M2 占据的 BL 位置的分数.
BLM-TU 模型已被用于预测 Cu-Co 混合物对小麦的毒性[50,55]，Cu-Zn 混合物对小麦的毒性[56]，Cu-Ni、

Cu-Zn、Cu-Ag 混合物对莴苣的联合毒性[57] 等，均显示了较小的预测偏差.
若考虑到暴露时间对混合物毒性作用的影响，可采用基于毒性发生过程的毒代-毒效动力学概念

模型（toxicokinetictoxicodynamic，TK-TD） [58]. 模型毒代（TK）部分描述污染物的累积过程，BLM 可看作

一种 TK 模型，毒效（TD）部分进一步将生物累积转化为毒性效应. Gao 等[59 − 60] 的研究表明，BLM-TK-TD
模型不仅在预测重金属混合物对斑马鱼幼鱼的毒性作用和体内积累方面效果良好，对于理解重金属的

相互作用机制也提供了新的视角. 但是基于 BLM 的 TK-TD 模型需要大量实验数据，且 BLM 并未考虑

重金属进入生物体内后转运、解毒/固定过程中的相互作用，这种方法对于不同金属混合物、较为高等

生物的适用性有待进一步验证.
另外，在毒理学研究中，毒性测试的终点选择与混合物的组分信息同样重要，诸多测试终点的结果

无法统一，将会限制结论的外推. 在此情况下，动态能量平衡（dynamic energy budget, DEB）理论的提出

为这一问题的解决提供了思路. 根据 DEB，生物的所有生理活动均可量化为对能量的获得和分配，因

此不同的测试终点均与能量流有关，污染物的毒性效应可归一为对能量分配的干扰. 在联合毒性预测

方面 DEB 往往与 CA、IA 的模型概念相结合. 但由于不同生物生理特点的差异，DEB 的公式形式与参

数选择随生物种类变化很大，以大型蚤为例[61]，若考虑生长通过生长稀释和改变生物体比表面积影响

污染物的毒代动力学，污染物体内浓度 cV 可通过下式计算：

d
dt

cV =
keLm

L
(cd − cV)− cV

L3

d
dt

L3 （9）

式中，cd 为环境中污染物浓度，ke 为消除率，L 为体长，Lm 是一个默认值.
通过引入参数——“应激水平 s”，可将 cV 与 DEB 模型的代谢参数值联系起来[62]:

s =
1
cT

max(cV − c0,0) （10）

当 cV 小于阈值 c0（无效应浓度）时，则 s 为零；大于 c0 时，s 与高于阈值的浓度成正比，cT 为耐受浓度.
对于混合物，若组分作用位点相同，它们被吸收后相当于彼此稀释，其毒代动力学可以通过对每一

种组分应用公式 1 获得，ke 值不同，但生长模式相同. 之后，将各组分的 cV 以权重因子（W）校正并求和：
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cV+ = cVa+WbcVb+WccVc+ · · · （11）

式中，a（任意）作为化合物 b 和 c 权重因子的参考物质. 权重因子表示化合物被吸收、到达位点以及与

位点相互作用的总体效率 . 将以组分 a 为参考的 cV+代入公式 2，获得应激水平 s+，最后计算 s+对

DEB 中各代谢参数的影响. 若组分作用位点不同，则分别计算每一组分的 cV、s 值，再结合 IA 模型计

算各组分对各代谢参数的联合作用.
Péry 等[63] 使用基于 IA 的 DEB 模型预测了 Cu、Zn、Cd 二元混合物对摇蚊幼虫的生长抑制. Xie 等[64]

使用基于 CA 的 DEB 模型预测了 Cu-Cd 对莱茵衣藻的生长毒性. Margerit 等[65] 的结果显示基于 IA 的

DEB 相比基于 CA 的 DEB，可以更好地预测 U-Cd 对秀丽隐杆线虫的生长和繁殖毒性. 这一理论弥补

了经典 TD 模型中只能选取质效应（有或无）终点的不足. 但是同样由于实验数据的缺乏，此类模型的

应用还非常有限.
综上所述，对于重金属混合物的毒性评估，目前的应用主流仍是 CA、IA 及其改进模型，但是结合

生物生理过程的衍生模型更能反映重金属间的相互作用及其毒理学机制，是联合毒性研究极具潜力的

方向之一.

 2    纳米颗粒联合毒性评价方法 （Joint toxicity evaluation method for nanoparticles）

随着纳米材料在医药、电子、护肤品等领域的广泛应用，它们进入环境后不可避免会对各类生命

造成危害[66]. 纳米颗粒的毒性机制包括活性氧（ROS）和非活性氧介导的两种途径：ROS 介导途径是目

前公认的纳米颗粒毒性机制之一，ROS 导致的氧化应激，可诱发细胞膜损伤、蛋白质变性、线粒体膜

通透性改变、DNA 损伤等，最终导致细胞死亡或凋亡[67 − 69]；非活性氧介导的机制包括纳米颗粒释放离

子产生的影响、纳米颗粒在细胞表面过度积累、纳米颗粒和特定受体结合等[70 − 72]（图 1）.
 
 

图 1    纳米颗粒的细胞毒性机制

Fig.1    Cytotoxic mechanism of nanoparticles 

 

但是目前有关纳米材料的毒性研究主要集中于单种纳米颗粒，而真实环境中通常是多种纳米颗粒

同时存在，由于不同纳米颗粒的作用方式相同或不同，且它们之间还可能存在相互作用，纳米颗粒混合

物往往表现出不同于单种纳米颗粒的毒性：如 SiO2 NPs 和 TiO2 NPs 在巨噬细胞的炎性响应上表现为

协同作用 [73]；而 ZnO NPs 和 TiO2 NPs 共同暴露时，ZnO NPs 溶解释放的 Zn2+由于被 TiO2 NPs 吸附，减
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少了对细菌 ATP 水平的影响[74 − 75]. 因此，研究纳米颗粒混合物的毒性效应更具现实指导意义.
已有少量研究使用模型方法（CA 和 IA 模型），考虑纳米颗粒的作用机制（根据纳米颗粒类型），评

估金属基纳米颗粒混合物的联合效应（表 2）. Ye 等[76] 研究了 ZnO NPs 和 CuO NPs 对斜生栅藻的联合

效应，结果表明 CA 和 IA 模型对混合物 EC50 的预测值分别低于实验值的 2 倍和 3 倍，CA 预测可产生 16%
的联合效应误差，低于 IA 预测（38%），因此这两种纳米颗粒可能具有相似的作用模式. 而 Liu 等[77] 的

研究则表明 IA 模型更能准确预测 Cu NPs 和 ZnO NPs 混合物对生菜根伸长的毒性，IA 模型拟合曲线

R2（0.82）显著高于 CA 模型拟合曲线 R2（0.58）. Wang 等[78] 研究了 TiO2 纳米球和 TiO2 纳米管二元混合

物对蛋白核小球藻以及斜生栅藻的联合毒性，TU 结果表明两者均表现为相加作用，CA 和 IA 模型能

分别有效地预测混合物对斜生栅藻和蛋白核小球藻的联合毒性. 由此可见，两种模型对于不同组成纳

米混合物、不同种类生物的适用性不同.
 
 

表 2    联合毒性评价方法在纳米颗粒混合物研究中的应用

Table 2    Application of joint toxicity assessment methods for nanoparticles
 

纳米颗粒
Nanoparticle

受试生物
Test organism

评价方法
Evaluation
method

模型评价效果
Result of model evaluation

参考文献
Reference

ZnO NPs和CuO NPs二元混合物 Scenedesmus obliquus CA、IA CA比IA模型更精确 [76]

Cu NPs和ZnO NPs二元混合物 Lactuca sativa L CA、IA
IA模型更适合评估Cu NPs和

ZnO NPs混合物的毒性 [77]

TiO2纳米球和TiO2纳米管二元混合物 Scenedesmus obliquus
Chlorella pyrenoidosa

TU、CA、IA

TU评估表明TiO2 NPs和TiO2 NTs混合物
对藻类产生相加作用. CA和IA模型能分
别有效的预测混合物对  S. obliquus 和

 C. pyrenoidosa的联合毒性

[78]

ZnO NPs和Ag NPs二元混合物 Daphnia magna CA、IA
CA对二元纳米混合物的毒性预测

偏差较IA小 [79]

Zn NPs、Cu NPs、ZnO NPs、CuO NPs
二元混合物 V. fischeri IA IA模型预测结果存在较大偏差 [80]

ZnO NPs、NiO NPs、CuO NPs、TiO2
NPs、 Fe2O3 NPs的二元混合物 Chlorella vulgaris CA、IA CA比IA模型更精确 [81]

 
 

CA、IA 模型在评估纳米颗粒混合作用时产生的偏差，可能是受纳米颗粒之间相互作用的影响，或

是由于对纳米颗粒中颗粒和溶解离子产生的联合效应以及各组分对毒性的贡献尚未完全了解[79]. 一些

研究报道了单种金属基纳米颗粒的毒性贡献主要来自其离子释放[82 − 84]，因此有必要论证是否能用纳米

颗粒离子对应物的混合效应来表征纳米颗粒的混合效应. Lopes 等发现 ZnO NPs 和 Ag NPs 对大型蚤

存在协同作用，而其对应离子 Zn2+和 Ag+混合物则存在拮抗作用，无法根据离子混合物的毒性来推断

纳米混合物的毒性 [79]. 对于纳米颗粒混合物释放离子对毒性的贡献问题，Ye 等 [85] 使用 TU 法证明了

ZnO NPs 和氧化石墨烯（GO NPs） NPs 混合物对不同营养级水生生物的毒性主要是由纳米颗粒引起，

而非 Zn2+，且 GO NPs 可通过吸附 Zn2+影响 Zn2+的毒性贡献. 现有少量研究表明对于金属基纳米混合物

而言，颗粒物本身贡献了其主要毒性，可选择 CA 和 IA 模型进行拟合择优，但是金属离子的释放及其

相互作用可能导致预测偏差[85].
考虑到纳米颗粒结构、性质、组成的复杂性，借鉴于有机物定量结构活性关系（Quantitative Structure-

Activity  Relationships，QSAR） 的 nano-QSAR， 即 定 量 纳 米 结 构 -活 性 关 系 （Quantitative  Nanostructure-
Activity Relationships，QNAR）模型，被提出用于预测纳米颗粒的生物效应[86 − 87]. 在这一模型中，使用描

述符作为参数表征纳米颗粒的性质，如大小、形貌、zeta 电位、表面积、化学组成等，通过统计方法（如

多元线性回归、偏最小二乘法等）和机器学习算法（如人工神经网络、支持向量机、随机森林等）进行

结构／性质-活性（毒性终点）建模[88 − 90]，能够预测纳米颗粒的毒性效应. 现有的研究表明：对于金属纳

米材料，纳米材料的表面性质是决定其细胞吸收的关键因素，同时纳米材料的离子释放能力与表面氧

化还原特性也是影响毒性的重要描述符 [91]；对于金属氧化物纳米材料，气态阳离子的生成焓是构建

17 种纳米颗粒对大肠杆菌毒性预测模型的有效描述符[92]；对于碳基纳米颗粒，由于其三维结构的复杂

性和碳原子杂化状态的多样性，有研究建议使用量子化学描述符（如势能）来表示相互作用力，并结合

结构描述符等建立多尺度描述符的 nano-QSAR 模型[93]. 现阶段而言，QNAR 在单种纳米颗粒对生物毒
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性的研究方面较为深入[94 − 95]，但是纳米颗粒混合后对描述符的影响及其是否能用于纳米混合物的毒性

评估，仍有待数据支持和验证.

 3    重 金 属- 纳 米 颗 粒 联 合 毒 性 评 价 方 法 （Evaluation  methods  for  joint  toxicity  of  heavy  metals  and

nanoparticles）

重金属、纳米材料的大量排放以及采用纳米材料处理重金属污染的发展应用[96 − 98]，使得生物暴露

在重金属和纳米材料共存环境中的概率大幅增加. 目前应用于重金属-纳米颗粒混合物毒性的模型研

究也包括定性或半定量的等效线图法、指数法等，定量的 CA、IA 模型及其改进模型. Park 等[99] 使用毒

性单位法研究了 Ag+与 ZnO NPs、TiO2 NPs 混合物对大型蚤的联合效应，均表现为协同作用. Baek 等[100]

也研究了 Ag+与 ZnO NPs 对大型蚤的联合作用，结果表明 CA 模型的残差平方和（SS）为 534.7，而 IA
模型的 SS 为 664.5，这主要是由于存在依赖于剂量比的偏差：ZnO NPs / Ag+比值高时，两者表现为协同

效应；反之，表现为拮抗作用，因此依赖于剂量比的 CA 模型是描述这两种混合物的最佳模型. Liu 等[77]

研究了 Cu2+-Cu NPs、Zn2+-ZnO NPs、Zn2+-Cu NPs 以及 Cu2+-ZnO NPs 等 4 种混合物对生菜根伸长的影

响，发现 CA、IA 模型能够很好地预测前三种混合物的联合作用，而 IA 模型在预测 Cu2+-ZnO NPs 混合

物的毒性方面更为准确. 一般来说，CA 模型是估计未知作用模式混合物的保守模型，但金属基纳米颗

粒可释放离子，纳米颗粒与重金属之间、释放离子与重金属之间的相互作用，均会限制传统模型预测

不同种类纳米颗粒（特别是金属基纳米颗粒）和重金属混合物联合毒性的准确性.
已有不少研究证明了纳米颗粒对重金属毒性效应的影响. 首先，通过静电作用、表面螯合等，纳米

颗粒可与重金属形成复合物[101]，纳米材料作为载体通过“特洛伊木马”效应，或通过与重金属的竞争离

子结合等，增加了重金属的生物有效性：如 TiO2 NPs 可促使 As 在铜绿微囊藻和斜生栅藻中大量积累

以及甲基化[74]，多壁碳纳米管增加了 Cd 对铜锈环棱螺的氧化损伤[102]. 其次，重金属的吸收为自由态和

颗粒态两部分之和，纳米颗粒-重金属复合物的形成降低了金属自由态的浓度，当复合物的颗粒大小不

利于生物吸收时，则会降低重金属的生物累积和毒性[103]：如 GO NPs 通过吸附作用可降低 Cd2+对种子

根和芽的生长抑制[104]，TiO2 NPs 可降低 Zn2+对斑马鱼胚胎的毒性效应[105]. 此外，纳米材料还可能通过

影响生物的生理状态作用于重金属的毒性效应：一些纳米材料能够影响金属硫蛋白的诱导、抗氧化物

酶水平、ATP 酶活性、细胞膜的结构和通透性[106 − 108] 等. 近来，也有研究开始关注重金属的存在对纳米

颗粒生物效应的影响，并提出了一些假设，如重金属通过诱导 ROS 产生[109]、改变细胞膜性质[110]、影响

纳米颗粒的 zeta 电位和聚集状态[111]、影响金属基纳米颗粒的离子释放等增加或减少纳米颗粒的生物

累积，进而改变其毒性效应（图 2）. 总之，金属与纳米颗粒的相互作用较为复杂，受物质种类、浓度等因

素的影响，厘清这些作用机制，对于准确评估纳米颗粒与重金属的联合效应具有重要意义.
若将金属的浓度等信息引入描述符，QNAR 也可以用于研究纳米颗粒和重金属的联合作用. 使用

与单种纳米颗粒 QNAR 类似的数据管理（如数据收集、标准化等）和模型方法（算法、验证等），通过引

入纳米混合物的描述符（Dmix），拓展 QNAR 对于混合物的适用性[112 − 114]，其最常见的公式形式如下：

Dmix = R1D1+ ...+RnDn（12） （12）

式中，Rn 和 Dn 分别是组分 n 的摩尔分数和量子化学描述符. 其假设条件为混合物中各组分为加和作

用. Mikolajczyk 等[112] 使用多元线性回归和遗传算法，以锐钛矿相的衍射峰强度（XRDanatase ）和钯含

量（Pd%mol ）为主要描述符，建立了用于评估 Au/Pd 修饰的 TiO2 NPs 的光催化活性的 QNAR 模型，模

型拟合 R2 为 0.89，表现出较好的预测效果 . Mikolajczyk 等 [113] 又使用多元线性回归方法，以银含量

（%molAg） 和混合物绝对电负性（µmix）为描述符，建立了 QNAR 模型用于预测金属簇（Au、Ag、Pt）修

饰的 TiO2 NPs 对中国仓鼠卵巢细胞系的细胞毒性. 考虑到描述符之间可能存在的共线性问题，也有研

究开始使用适用于非线性关系的算法. Yuan 等[114] 使用多重偏最小二乘回归（PLS，线性）和随机森林回

归（RF，非线性），以最高轨道能量、最低轨道能量、绝对电负性、绝对硬度、吸附能为描述符，并分别

赋予权重，首次研究了 TiO2　NPs 和 Cu、Zn、Cd、Ni 混合物对人肾皮质近曲小管上皮细胞（HK-2）存活

率的影响，发现 RF 建立的 QNAR 模型具有更佳的预测能力和稳定性. 现有的研究个例表明 QNAR 在
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纳米颗粒与重金属混合物联合作用上的预测潜力，但这仅仅只是一个开端，对于混合物而言，适用于混

合物描述符的建立、描述符的选择、运算法则（特别是对于非线性关系）的构建，均需要大量的模型运

算和实验验证.
 
 

图 2    重金属-纳米颗粒之间的相互作用

Fig.2    Possible interactions between heavy metals and nanoparticles 

 

近来，随着组学技术的发展，系统毒理学已成为毒理学的重要分支. 使用系统毒理学方法，包括基

因组学（genomics）、表观基因组学（epigenomics）、转录组学（transcriptomics）、蛋白组学（proteomics）和

代谢组学（metabolomics）技术，能够精确提示污染物（包括混合物）毒性效应的分子机制. 由于分析成本

高昂、缺少非模式生物基因注释，目前全基因组学的应用非常有限，主要使用的是全基因组关联分析，

即关注单核苷酸多态性来分析单一污染物的作用机制与效应[115 − 116]. 表观遗传组学主要关注 DNA 甲

基化和转译后的组蛋白修饰，已被用于混合物（主要是有机物）的机制研究[117]. 转录组学与蛋白组学是

目前毒理学中应用最多的组学技术. 对于模式生物已有很多商业化的微阵列芯片，被用于从单一到混

合物的毒性机理研究. Martínez-Pacheco 等[118] 使用 qRT-PCR 阵列（“半组学”方法），分析了重金属混合

物（Cd、Pb、As）对 miRNA 表达的影响，显示了与细胞死亡、炎症等相关的路径干扰. 基于 RNA-Seq 的

转录组学方法能够提供更多的数据和路径信息，通过提高数据解析方法，可为今后混合物机理研究提

供新的视野. 蛋白组学对基因组注释的依赖较低，因此可用于污染物及其混合物对环境中非模式生物

的毒性机制研究[119]. 同样，代谢组学也经常被用于研究混合物对水生生物（由于其基因注释的缺失）的

毒性机制. 如 Wu 和 Wang[120] 使用基于核磁共振（nuclear magnetic resonance, NMR）的代谢组学方法测

定了 Cu 和 Cd 单一及混合暴露对贻贝的毒性，发现它们主要导致神经毒性、干扰能量代谢和渗透压调

节. 综上，基于组学的联合毒性研究目前仍然集中于不良结局路径（adverse outcome pathways, AOPs），

揭示污染物的作用模式及其相互影响，若与 TD 数据相关联，理论上可构建适用于混合物的定性定量

毒性预测模型[121].

 4    总结与展望（Summary and prospect）

随着新型纳米材料的广泛使用以及人们对于单一污染物毒性剂量、作用机理的了解深入，越来越

多的研究开始关注它们的联合毒性这一更具挑战性和现实性的问题：

（1）对于重金属联合毒性的评价，目前使用较多的仍是基于重金属间无相互作用或相互作用可忽

略的 CA、IA 模型及其改进模型. 考虑到重金属生物累积过程中的相互作用，一些基于生物生理过程的

概念模型，如 BLM、TK-TD、DEB 等，已开始应用于重金属的混合物研究，它们是揭示污染物相互作用

机理、提高模型预测准确性的新型尝试和发展方向.
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（2）对于纳米颗粒联合毒性的预测，目前的研究还处于起步阶段，通常使用 CA、IA 等模型判别颗

粒物之间的联合作用类型，但这些模型对纳米颗粒联合毒性的预测还存在一定的不确定性，其适用性

与纳米颗粒的种类有关 . 鉴于颗粒物的结构性质对效应的决定作用，构建适用于颗粒混合物的

QNAR 模型可能是一个研究方向，但需要大量实验表征混合后颗粒物的结构性质.
（3）关于重金属-纳米颗粒混合物的联合毒性评价，现有研究也是主要使用 CA、IA 等模型定性定

量判别混合物的联合作用，但是金属离子与颗粒物之间的相互作用限制了模型预测的准确性，今后需

要进一步明确它们的相互作用机制. 近来，QNAR 也开始被用于预测纳米颗粒与重金属混合物的联合

作用，但这种模型的普适性、混合物描述符的建立、运算法则的选取等，都需要更多的数据验证.
随着新型纳米材料的不断研发，大数据与人工智能时代的机器学习技术在评价纳米材料及其混合

物的毒性与安全方面表现出巨大优势，相较传统方法能够大幅节省人力、物力和财力. 但目前机器学

习主要针对单种纳米颗粒，缺少混合物数据及其生理意义解释. 也有研究建议将机器学习与组学相结

合，从而实现基于机理的高通量分析.
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