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　　20 世纪 70 年代以来 ,世界上很多实验室陆续从
低温生长的生物中分离纯化出一种特殊的蛋白
质 ———抗冻蛋白 (A FP) ,其能抑制冰晶生长 ,以非依
数形式降低溶液的冰点 ,但对熔点影响甚微 ,将这种
水溶液的熔点和冰点之间出现的差值称为热滞活性
(t hermal hysteresis activity , T HA) 。由于这些生物
一般生活在亚极带或南北两极等低温自然环境以及
冰箱、冷柜等人为低温环境中 ,其经过长期的适应进
化 ,有着适应低温环境的特殊结构 ,而其产生的这种
特殊蛋白质也有着特殊的生理活性和结构特征。目
前从鱼类、昆虫、植物中均分离纯化出具有不同热滞
活性的抗冻蛋白 ,特别是近几年 ,在《Nat ure》、《Sci2
ence》和其他一些权威刊物上经常报道抗冻蛋白方面
的最新研究进展。作者就近年来在抗冻蛋白的特
性 ,主要是热滞活性、季节性、热稳定性和分子结构多
样性 ,来源及其潜在应用价值方面进行简要的概述。

1 　抗冻蛋白的特性

1 . 1 　抗冻蛋白的热滞活性
抗冻蛋白是低温生物为适应极端寒冷环境而产

生的一类多肽或糖肽。最早发现于动物中 ,尤其是
海洋硬骨鱼 ( Righteye flounders、Sculpins , Long2
horn sculpin) [1 ]和陆地节肢动物 ;近来又有报道在 6

种冬季生长的被子植物 ( Dicent ra cucul ari a、D aucus

carot a、Hemerocal l is f ul v a、Pop ul us del toi des 、
Quercus alba、T ri t icum aesti v um) ,非被子植物如常
绿圣诞树 ( Pol yst ichum acrostichoi des) 、马尾 ( Equi2
set um hy menale ) 、石 松 ( L ycopodi um dend roi2
deum) ,银杏树 ( Gy nko bi loba ) , 3 种苔藓 ( M ni um

cus pi d at um 、Pol y t richum ohioense、B rachy t heci um

salcbrosum) ,真菌如冬菇 ( Fl am m uli na vel u pi tes ) 、
牡蛎菇 ( Pleurot us ost reat us) 、两种多孔菌 ( Coriol us

versicolor、S tereum sp . ) , 两种在 3 ℃培养的细菌
( R hodococus ery t hropol is、M icrococcus cryop hi l us )

中都有发现[2 ] ,同时在南极细菌中也发现了具有抗
冻活性的成分[3 ] ,而在桃树 ( Prunus persica) 皮中也

显示有抗冻活性的成分存在[4 ] 。
有报道称抗冻蛋白在动物肝脏中合成 ,首先合

成分泌性蛋白质前体 ,经降解生成抗冻蛋白 ,而后分
泌到体液中。不过近来发现 A FP 同工型在上皮组
织 (皮肤鳞片、鳍、腮) 中产生 ,可能是抵御寒冷的第
一道防线。抗冻糖蛋白 ( antif reezing gloprotein ,

A F GP)在肝中合成后分布到鱼体全身组织间隙液
中。在体质量 40～60 kg 的 Dissost ichus m awsoni

中研究抗冻糖蛋白的分布 ,发现在腹水、心包被和硬
脑膜外液中均含有 8 种抗冻糖蛋白 ,其合成不受环

境因素影响[5 ] 。
对于 A FP 的抗冻机制还没达成一致认识 ,特别

是几种不同类型抗冻蛋白结构的多样性 ,使这个问
题更加复杂[6 ] 。

不过一般认为抗冻蛋白吸附于微小冰晶的表
面 ,在分子水平上抑制冰晶的形成 ,从而降低生物体
液的冰点 ,使其冰点低于熔点 ,这种特性称为热滞活
性。而且一般来说 ,热滞活性程度取决于 A FP 的活
性和浓度[7 ,8 ] 。Li 等[9 ] 对冬比目鱼 ( Winter floun2
der)在大肠杆菌 ( Escheichi a col i ) 中表达的研究 ,也
显示了此类蛋白普遍具有的 3 个特性 :抗冻活性、非
依数降低冰点和热滞活性。

现有研究显示抗冻蛋白热滞活性的种属差异性
很大 :昆虫 A FP 的热滞活性最高 ,高达 6 ℃;鱼类其
次 ,多在 0. 6～1. 5 ℃之间 ;植物最低 ,一般为 0. 2～
0. 4 ℃[10～12 ] 。Steffen 等[13 ] 曾报道昆虫的最高热滞

活性是鱼类的 3～4 倍 ,同时在微摩尔级浓度其活性
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更高 ,是平常的 10～100 倍。
Graham 等[14 ]从黄粉虫 ( Tenebrio mol i tor) 中分

离到一种蛋白 ,其抗冻活性是鱼类的 100 倍 ,富含苏
氨酸、半胱氨酸 ,相对分子质量为 8 400 ,主要由 12

个氨基酸的重复序列组成。Tyshenko 等[15 ] 从云杉
青虫 ( Choristoneura f umi f erana) 中发现富含苏氨
酸及半胱氨酸的 9 ku 抗冻蛋白 ,对冰晶形态具有显
著的作用 ,同时活性是已知鱼类抗冻蛋白的 10～30

倍。Li 等[ 9 ] 从大肠杆菌中表达的冬比目鱼中分离到
2 个抗冻蛋白 ,在 1. 5 mmol/ L 时热滞活性分别为
0. 67 ℃±0. 03 ℃和 0. 94 ℃±0. 02 ℃。而 Marshall

等[16 ]从北半球常见的美洲鲽 ( Pleuronectes america2
nus) 中发现一罕见抗冻蛋白 ,其活性和昆虫的一样
高。

同时抗冻活性可受外界物质的影响 ,越冬昆虫
Dend rol des cana densis 幼虫的 A FP 可因添加低分
子质量溶质而增强热滞活性。其中效果最强的为柠
檬酸 ,提高热滞活性近 6 倍 ;其次是琥珀酸、苹果酸、
天冬氨酸、谷氨酸和硫酸铵 , 提高热滞活性约 4

倍[17 ] 。

1 . 2 　抗冻蛋白的产生具有季节性
以热滞活性为衡量抗冻蛋白活性的指标 ,众多

的研究表明抗冻蛋白的产生具有明显的季节性。如

Slaughter 等[ 18 ] 对海渡鸦 ( Hemit ri pterus america2
nus) 抗冻蛋白的研究揭示了这种季节性。作者分别
在 10 月、11 月、12 月、1 月 4 个不同的月份进行采
样 ,结果发现每毫升血清中抗冻蛋白的量由 10 月初
的 0. 02 mg 上升到了 10 月中旬的 0. 1 mg ,到 11 月
中旬时已为 1. 9 mg ,到 12 月末时为 3. 3 mg ,而到 1

月末时为 5. 0 mg。而冰点降低值也相应地发生了明
显的变化 ,表现为由 10 月初的 - 0. 60 ℃,到 11 月中
旬的 - 0. 90 ℃,到 1 月末时为 - 1. 21 ℃,显示了明显
的季节性。但从南极 T rem atom us borch g revi nki 血
清中分离到的 8 个大小不同的抗冻糖蛋白 (2. 6～33

ku) ,其蛋白水平不随季节而变化 ,这可能与当地海
水全年处于结冰状态有关[18 ] 。

Pat terson 等[ 19 ]发现 ,在相对湿度较低的环境中
培育的伪步行虫 ( Tenebrio mol i to)幼虫 ,能够在血淋
巴中产生高浓度的 A FP ,同时这类幼虫能更好地适
应低 湿 度 环 境。Duman 等[20 ] 发 现 赤 翅 甲 虫
( Dend roi des canadensis) 抗冻蛋白的季节性更明显 ,

其活性在早秋时增加 ,仲冬达到高峰 ,然后开始下
降 ;夏季也有较低水平的热滞活性 (1 ℃或更小) ,从
夏季到冬季其 A FP 和 mRNA 量成倍地增加 ,最高
可达 1 000 倍。黄盖鲽血清中 A FP 水平受季节影响

更大 ,仲冬高达 10 g/ L ,晚夏降低 3 个数量级 ,另外
还受环境温度、光周期和内分泌腺的影响。

1980 年 Davies[21～23 ] 从美洲黄盖鲽 ( Pseu do2
pleuronectes americanus)中发现由 8 种氨基酸组成
的抗冻多肽 ,仅仅甘氨酸就占全部氨基酸的 60 %。
同时和南极其他鱼类全年都有抗冻糖蛋白产生不
同 ,黄盖鲽的抗冻蛋白具有季节性 ,冬季丰富 (血清
中达到了 10～20 mg/ L ,) ,而夏季没有抗冻蛋白存
在。Doucet 等[24 ] 发现云杉青虫两种抗冻蛋白的转
录物在冬季达到高峰 ,而另一种蛋白的转录物只在
云杉青虫生长中期才检测到 ,作者揭示这种蛋白家
族的转录主要受生长的调节 ,而不是随季节变化。

1 . 3 　抗冻蛋白的热稳定性
与一般蛋白质不同 ,抗冻蛋白具有很好的热稳

定性。2000 年 Sidebot tom 等[25 ] 从常年生越冬黑麦
草 ( Oli um perenne)中发现能耐受 100 ℃高温的抗冻
蛋白 ,不过其活性比从南极鱼类和昆虫中发现的抗
冻活性低 ,但也能很好地抑制冰晶重结晶。同年
Steffen 等[13 ]发现云杉青虫抗冻蛋白也具有极大的
热稳定性潜力。

有研究者从蛋白结构上对这种热稳定性进行了
分析。例如 Duman 等[26 ]从 D. canadensis 幼虫血淋
巴中分离出 2 种能耐受 100 ℃高温的 A FP21 和
A FP22 ,分子质量约 8. 7 ku ,由 83 和 84 个氨基酸残
基组成的 7 个含 12～13 个氨基酸残基的重复单元 :

2C2T2X32S2X52C2X82X92A2X112T2X132 ,每 6 个残基中
有一个半胱氨酸。通过测定半胱氨酸残基发现 16

个半胱氨酸残基形成 8 对二硫键 ,7 对二硫键位于重
复单元内 ,一对位于重复单元之间 ,可能正是这些二
硫键的作用使 A FP21、A FP22 结构稳定 , 能耐受
100 ℃的高温[27 ] 。2003 年 Pudney 等[28 ] 从多年生草
L ol i um perenne 中发现了这种冷诱导、耐高温的蛋
白 ,其热滞活性也较低。同时冰结合行为同任何鱼
或昆虫蛋白都不同 ,进一步实验发现具有一特殊的
β2折叠二级结构。

1 . 4 　抗冻蛋白的分子和结构多样性
抗冻蛋白的显著特征是分子和结构多样性[1 ] ,

目前发现的能合成抗冻蛋白的每种鱼都能合成多种
抗冻成分。根据发现的时间顺序 ,鱼类 A FP 分为
Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型 : Ⅰ型 A FP 是从比目鱼和与其没有
亲源关系的杜父鱼 ( Sculpins) 中发现的 ,是 3～4 个
小肽的聚合物 ,这些小肽分别由 11 个氨基酸组成 ,

呈 TxxD/ Nxxxxxxx 结构 ,其中 x 可以是任何氨基
酸 ,但以甘氨酸为主 ; Ⅱ型 A FP 是从几种亲源关系
较远的鱼类美绒杜父鱼 ( Hemit ri pterus americanus
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( Gmelin ) ) 、胡 瓜 鱼 ( Osmerus e p rl anus mordax

(Mictchill) )以及太平洋鲱鱼 ( Cl u pea p al l asi ) 中分
离的 ,是富含胱氨酸的球蛋白 ,与钙依赖型的 C 型凝
集素的碳水化合物识别区同源 ; Ⅲ型 A FP 是从绵鳚
( Zoarces elongat us Kner)和狼鱼中分离的带有短的
β链的小型球蛋白 ; Ⅳ型抗冻蛋白是从多刺床杜父鱼

( M yox oce p hal us octodecems pi nosus ( Mitchill ) ) 中
分离到的 ,其分子质量为12. 3 ku ,与可替换的脱辅
基蛋白家族的成员有 20 %的序列同源。4 种抗冻蛋
白立体结构表面有大量的亲水和疏水基团 ,这些基
团能分别与冰晶结合或者能阻止水分子靠近冰晶 ,

从而抑制冰晶生长。抗冻糖蛋白 (A F GP) 在南极鱼
类 ( A nt arctic not hot henioi ds) 以及南北极鳕鱼 ( A rc2
toga d us gl aci al is) 中都有发现 ,是一族由三肽重复
单元甘氨酸2甘氨酸2苏氨酸构成的聚合物 ,其中苏氨
酸与一个二糖单位即葡萄糖2N2乙酰半乳糖胺相连
接 ,糖基是抗冻活性的主要基团 ,亲水基团能与水形
成氢键阻止冰晶形成 ,化学修饰糖基 (乙酰化和过氧
化)后能导致抗冻活性丧失。硼酸钠可与处于顺式
构象的相邻羟基结合 ,用 0. 15 mol/ L 硼酸钠处理
A F GP 溶液 ,热滞活性丧失 ,这说明二糖结构中顺式
构象的相邻羟基对热滞活性至关重要[29～31 ] 。

从北半球鳕科鱼中都发现了 A F GP ,且分离出
分子质量从 337 ku 到 2. 6 ku 的 A F GP1～8。对冬
鲽 A FPI 的研究较为深入 , 冬鲽 A FPI 是 3～5 ku 的
较小多肽。最初报道 A FPI 经离子交换分离出 3 种
组分 ,后经反相 HPL C 至少分离出 7 个组分 ,但主要
组分 A、B 各占 A FPI 的 55 %和 35 % ,二者均由 37 个
氨基酸组成 ,且只差一个氨基酸。但在二级结构上 ,组
分 A 中赖氨酸 18 —甘氨酸 22 之间能形成盐键[5 ] 。

Evans 等[32 ]从南极狮子鱼 ( L i p aris at l anticus)

和微暗狮子鱼 ( L i p aris gibbus) 血浆中发现一种奇特
的 A FPI , 比报道过的 A FPI 都大 ;而从狮子鱼皮肤
组织中分离纯化的 A FPI 能产生约 0. 7 kb 的
mRNA ,在其他组织包括肝中都没发现 ;同时发现血
浆、上皮组织中 A FP 都是皮肤组织 mRNA 表达的
产物。另外还发现狮子鱼皮肤组织的 A FP 与短角
杜父鱼 ( S hort horn scul pi n) 皮肤组织 A FP 相似 ,不
过热滞活性比冬杜父鱼的热滞活性要低[1 ] 。
Graet her 等[33 ]在 30 ℃和 5 ℃对云杉青虫抗冻蛋白进
行 1 H215N 核磁共振动力学分析 ,结果显示在 5 ℃时
抗冻蛋白更加结构化 ,这也证实了随着温度的降低 ,

抗冻蛋白结构更加刚性。
硬骨鱼产生 A FP 的多样性是基因进化的很好

例子 ,这也证实抗冻蛋白显著的多样性和看来偶然
的系统分布是为应对几百万年前两极的冰河作用而

发生了进化 ,使不同地区所得 A FP 基因的表达明显
不同。目前广泛研究的冬比目鱼 ,其抗冻表达受生

长激素的控制有着固定的循环周期 ,而垂体释放生

长激素又随着季节变化不同[6 ] 。

2 　抗冻蛋白的来源

抗冻蛋白潜在的应用价值 ,使对它的研究越来

越受到重视 ,而其来源概括起来主要有以下几点。

2 . 1 　自然条件下采集
Slaughter 等[18 ]研究海渡鸦抗冻蛋白时 ,海渡鸦

采自纽芬兰的 Witless Bay ,然后养在具有季节变化

的海水中 ,一段时间后从相同培养条件下的鱼体中

采集不同季节下海渡鸦的血清样品 ;魏令波等[34 ,35 ]

研究沙冬青 ( A m mopi pt ant hus monogol icus) 抗冻蛋

白时 ,其 150 g 样品是 1994 年冬季采自内蒙古自治

区乌海市郊 ; Wilkins 等[35 ,36 ] 研究南极海绵 ( Hom2
a x i nel l a bal f ourensis) 时 ,其 450 g 样品是 1993 年

11 月采自南极 McMurdo 海峡。

将采集回来的样品立刻进行处理 ,避免因温度

变化而导致蛋白活性的改变。一般先破碎细胞 ,根

据不同的样品选取不同的破碎方法 ,如匀浆、液氮研

磨、超声破碎、酶融等 ;之后离心 ,上清液作下步柱层
析用 ,可经几次柱层析 ;然后测定组分的热滞活性 ,

可用显微镜观察法、渗透压法、差式扫描量热

法[10 ,37 ,38 ] ,以此判断抗冻蛋白的存在及其活性大小 ;

可在此基础上进行结构和分子生物学研究 ,一般用
圆二色谱法测定结构。

作者以 2001 年第 18 次南极科学考察时从南极
海水和浮冰中采集分离出来的南极冰藻 ( Chloro2
p hyceae L24)为研究对象 ,在约 4 ℃的冰柜中大规模

培养 ,离心收集藻体 ,进行冰藻抗冻蛋白的分离纯化

工作 ,也初步取得了一些结果。

2 . 2 　低温选育[39 ]

有些样品限于低温自然环境采集的局限性 ,常

将从低温环境中采集的样品分离、培养、纯化得样

种。然后给予适当条件在人为低温环境中大规模培

养 ,待收集一定样品量时进行实验研究。

Smallwood 等[40 ]在研究胡萝卜 ( D aucus carot a)

时 ,首先在温室下培养 12 周 ,然后转移到 4 ℃的冷室

或可控温室 (白天 8 h 设置 6 ℃,夜晚 16 h 设置 2 ℃)

培养。Hon 等[41 ] 研究雪霉病诱导的冬黑麦 ( S ecale

cereale) 非原质体蛋白缺乏抗冻活性时 , 也是将
20 ℃/ 16 ℃ (白天/ 黑夜) 培养 16 h 的冬黑麦转到室

温 5 ℃/ 2 ℃培养来进行生理生化特性研究。
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2 . 3 　低温或脱落酸 (ABA)诱导
许多研究揭示了 ABA 可代替低温诱导抗寒植

物抗寒力的产生 ,提高抗寒力 ,并认为 ABA 可诱导
抗寒基因表达及蛋白质的合成 ,但这种蛋白质的作
用多数还不清楚。

Robert son 等[42 ,43 ]曾用 ABA 从苜蓿 ( Medicago

sati v a) 及雀麦 ( B rom us i nermis Leyss cv Manchar)

悬浮细胞中诱导出细胞分泌蛋白 ,但作者没有进一
步证实这种蛋白是否有抗冻活性。卢存福等[44 ] 用
ABA 低温诱导唐古特红景天 ( R hodiol a al gi d a var

tang utica) ,也发现 ABA 可有效地诱导其悬浮细胞
使其抗冻能力提高 ,使细胞分泌蛋白发生变化 ,同时
作者证实了这些蛋白为糖蛋白 ,具有 AFP 活性。

尽管许多冷调控的基因能在寒冷、干旱或 ABA

诱导下表达 ,但 Yu 等[ 2 ,45 ] 研究冬黑麦 ( S ecale cere2
ale) 发现 ABA 并不能诱导冬黑麦 A FP 的产生。但
用乙烯处理 120 h 后其非原质体有高水平的抗冻活
性 ;同时用乙烯利 (一种植物生长调节剂) 或乙烯前
体氨基环丙烷羧酸酯 ( ACC) 分别处理 168、144 h

后 ,当非原质体蛋白浓度达到高峰时 ,都显示有相当
水平的抗冻活性[ 45 ] 。

而 2002 年陈玉珍等[46 ] 低温诱导水母雪莲
( S aussurea med uasa Maxim)的悬浮细胞 ,发现也能
增强抗冻能力 ,但作者也没证实是否为抗冻蛋白。

3 　抗冻蛋白的应用研究

3 . 1 　抗冻蛋白在细胞低温保存中的应用
王君晖等[47 ]对抗冻蛋白在细胞低温和超低温保

存中的作用做了研究 ,发现当 A FP 质量浓度为 1～4

g/ L 时 ,利于多种样品低温保存 ;当 A FP 质量浓度
为0. 01～0. 06 g/ L ,利于克服重冰晶 ;当 A FP 质量
浓度为 20～40 g/ L 时 ,利于一些蛋白玻璃化法储
存。Wang 等[ 48 ]对胡萝卜抗冻蛋白自身低温保存中
的稳定性进行研究 ,揭示抗冻蛋白活性在贮存过程
中急剧下降。在 - 80 ℃或 - 196 ℃保存 10～20 周后
活性达到初始活性的一半 ,而 40 周后仅有初始活性
的 2 %～3 % ,这表明胡萝卜抗冻蛋白对于组织低温
贮藏没有效果。

3 . 2 　抗冻蛋白对动植物的低温保护作用
通过基因工程可以将抗冻蛋白的基因转入到原

来没有抗冻蛋白的动植物体内 ,使其产生抗冻蛋白 ,

提高动植物抗冻耐寒能力 ,实现不同地区动植物的
转移培养。

李晶等[49 ]通过将抗冻蛋白的基因转移到热带罗
非鱼 ( Oreochromis m assambicus ) 中 ,发现转基因鱼

对低温有一定的抵抗能力 ,这为在北方自然水域中
培育罗非鱼提供了可能性。由于鱼类 A FP 及植物
类似 A FP 基因克隆成功 ,有望在今后数年内将植物
内源 A FP 基因克隆成功。植物内源 A FP 基因更适
合在植物体内表达 ,由此产生的转基因植物可能会
表现出更明显的抗寒性[48 ] 。

但 Kenward 等[50 ]将 A FP Ⅱ基因转移到西红柿
中 ,并没有发现对初秋霜降的抵抗力和野生植株有
何不同。而 Worrall 等[51 ]将胡萝卜抗冻蛋白基因转
移到西红柿中表达 ,却导致了在温室生长的植株非
原质体抗冻活性的积累。

3 . 3 　抗冻蛋白在食品中的应用
食品冷冻贮藏时 ,抗冻蛋白能够抑制重晶化的

作用 ,一方面可以保持食品柔软的质地 ,如生产冰激
凌时加入少量抗冻蛋白 ,可避免产生大的冰晶 ,而改
变口感[52 ] ;另一方面可减少细胞损伤而保持食品质
地 ;同时还可减少滴液而降低了营养成分的损失 ,如
肉制品冷冻时 ,加入抗冻蛋白 ,可有效地减少渗水和
冰晶形成 ,而保持原有组织结构 ,减少营养流失[ 53 ] 。
科学家不仅对抗冻蛋白在食品应用中的安全性及可
行性进行了评估 ,同时认为抗冻蛋白既无毒性 ,同时
其功能特性与任何毒性蛋白也没有关联。而对鱼类
消费过程中的中毒事件 ,都与抗冻蛋白无关[53 ] 。

3 . 4 　抗冻蛋白在器官移植中的作用
曾有科学家表示 ,抗冻蛋白有着广泛的应用前

景 ,如应用到器官移植、食品保鲜、低温水域水产养
殖等。Amir 等[55 ]通过研究南极鱼抗冻蛋白对低温
保存 24 h 用于移植的鼠 (isoimmune Sprague daw2
ley)心脏的影响 ,发现抗冻蛋白可以很好地解决用于
移植的哺乳动物心脏在低温贮藏过程中的结冰问
题。Karanova 等[56 ]研究发现抗冻糖蛋白能增加4 ℃
保存的鲤鱼精子的存活率 ,不过这种存活率并不依
赖于抗冻蛋白的浓度。但 Koshimoto 等[57 ] 研究抗
冻蛋白对鼠精子的影响发现 :增加 1～100 g/ L 的
A FP2I、A FP2III 和 A F GP 并不能保护已解冻的精子
细胞 ,反而随蛋白浓度的增加而降低精子的存活率。
作者推测抗冻蛋白这种副作用可能与鼠精子对各种
机械压力特别敏感有关。不过对于抗冻蛋白不利于
一些样品的低温和超低温保存的机制还需要进一步
的研究来证实。

虽然已经认识到抗冻蛋白很多潜在的应用价
值 ,但是如何能更好地实现其产业化 ,更好地应用其
价值 ,这也是急需研究解决的问题。不过相信随着
科学研究的不断发展和研究者的不断努力 ,抗冻蛋
白必将为工业、农业、医学等更广泛的领域提供更多
的服务。
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