
细胞生物学杂志 Chinese Joumal of Cell Biology 2004, 26: 413- 416 http://www.cjcb.org 

抗冻蛋白活性的差示扫描量热测定

及其服附 - 抑制机制

任禾盛 * 许娜飞华泽钊

(上海理工大学热工程研究所，上海 20009 3 )

摘要 用 差示扫描量热技术(DSC)测定了从黄粉虫 (Tenebrio molitor)幼虫体内提取的抗冻蛋

白 (AFP)的活性 ， 结果表明 AFP 活性随其浓度的增加及初始冰晶量的减少而增大，这与 AFP对冰

晶的吸附-抑制机制相一致。

关键词 抗冻蛋白 : 热延迟: 差示扫描量热

在一些极地鱼类和越冬昆虫的体液中 ， 由于存

在具有特殊功能的蛋白质， 即抗冻蛋白 (antifreeze

protein, AFP ) 或抗冻糖蛋白 (antifreeze glycoprotein, 

AFGP) ，使其凝固点明显低于熔点。 二者的差异，

称之为热延迟(thermal hys tere s i s) 。 因此 AFP 和

AFGP 也被称为热延迟蛋白 ( I J 。 抗冻蛋白的另一特

性，是使水溶液中冰晶在棱面的优势生长受到抑

制，而只能限制在基面上生长 。 抗冻蛋白的这些特

性吸引了很多低泪生物学家，除了对其热延迟进行

研究，提出一些作用机制;还进一步探索应用抗冻

蛋白对细胞及其他生物材料进行低温保存。

己经分离出四种类型的抗冻蛋白， 即抗冻糖蛋

白和类型 I 、类型 II 、类型III三种抗冻蛋白 (2J 。尽

管它们的结构不尽相同，但都具有非依数性的降低

凝固点而不影响熔点，以及使冰晶生长发生类似的

习性变化的功能。 这是因为它们的抗冻作用机制是

相同的，即抗冻蛋白能吸附到冰晶表面从而抑制冰

晶进一步生长。 通常定义抗冻蛋白的活性为其熔点

温度与延迟的凝固点温度之差。这一活性正是其吸

附-抑制机制的表现。

检测抗冻蛋白活性的传统方法是用显微镜进行

观察(IJ。直接置于显微镜冷却载物台的样品，通过

植晶，使样品中存在冰晶。然后慢慢降温 ， 直至

观察到冰晶生长为止。 如果样品中无 AFP ， 冰晶立

即生长。而对于 AFP 样品，开始出现冰晶再一次

生长的温度将被延迟。 这种方法设备简单，但是由

于肉眼观察冰晶开始生长和消失 ， 不仅使熔化温度

和延迟的凝固温度的确定引入误差，而且不可能定

量确定冰晶迟滞生长前样品中己存在的冰晶量。 研

究表明 ， 这一初始冰晶量会影响抗冻蛋白的活性 。

差示扫描量热(differential scanning calorimetry , 

DSC)是一种热分析方法 ， 在低温生物学中，可定

量分析低温抗冻剂溶液发生结晶、熔化、玻璃化、

反玻璃化等转变过程的转变温度以及放热，吸热反

应等(3，4J o DSC 用于测定抗冻蛋白的活性可避免显微

镜直接观察法的缺陷。本文用 DSC 技术测定从黄粉

虫 Tenebrio molitor 中提取的抗冻蛋白的活性，分析

了 AFP 浓度和初始冰晶量对活性的影响。作为比较

也测定了无抗冻活性的牛血清白蛋白 (BSA) 的结晶。

1 材料与方法

1.1 材料

AFP样品是从黄粉虫 Tenebrio molitor幼虫体内

提取 。 幼虫在 25 .C 下， 经 16 h 光照， 8 h 遮光

饲养， 可诱发其体内产生抗冻蛋白 。 将此幼虫在 20

mM 的 Tris 缓冲液(pH 7 .5)中匀浆搅碎，离心(100∞

g , 4 .C, 30 min) ，收集上清液，用(NH4) 2S04 沉淀

(饱和度为 40%-70%)。沉淀物加少量蒸馆水，并

置于 Tris 缓冲液中透析，最后将 AFP 提取液经冷冻

真空干燥处理 ， 制成粉剂。实验时， 称取一定量

的 AFP 粉剂，加蒸馆水，可配制各种浓度(%， W/ 

W)的 AFP 悬液 。
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试验用抗冻蛋白是由纽约州立大学低温生物研

究中心的 w. Tang 博士赠送。 Tang 曾从 Tenebrio

molitor 中分离提纯出四种富含亲水性氨基酸的类型

III抗冻蛋白，其分子量范围为 10- 14 kDa[5]o 

牛血清白蛋白(BSA)购自中科院上海生化所东风

生化技术公司 。

1.2 仪器

差示扫描量热仪 Du Pont 91 0 DSC 系统用于测

量。 这是一种热流型差示扫描量热仪，低温时用液

氮作冷却剂，以动态氮气作试样气氛控制，可使用

温度范围为 一 180-725 .C 。 仪器用环己炕和锢作低

温和高温标定校正。 在实验温度范围内，能保持良

好的线性升温和降温速率 。 样品由分析天平称重，

控制其质量在 1-4 mg 。 参比物为空铝皿。

应用 DSC可给出样品在降温和升温过程中始变

随温度变化的热流扫描曲线。 如果样品发生相变，

热流曲线将形成一放热或吸热峰。 相变温度以及相

应的;晗变就可由此确定 ，

1.3 方法

在实验中，首先以 1 .C/min 的速率，使样品

在室温至一25 .C 的范围内降温和升温，可分别得到

出现结晶放热峰和熔化吸热峰的热流扫描曲线。结

晶温度 Tf ' 可由结晶峰起始点温度确定，而 Tm 则
相应于熔化峰值温度 。 结晶固化热和熔化热 Qm 可
由相应的峰与基线所围面积得到 。

样品再次从 5 .C降温至 一25 .C ，使之圄化，并

稳定 5 min 然后以 0.5 .C /min 的升温速率加热复温，

当温度升至略低于 Tm 时停止 ， 并保持稳定 5 min 。

此时样品呈部分熔化状态 ， 这一温度称之为"保持

温度 " Thd 0 从 Thd 再以 1 .C/min 降温至- lO .C 。由

于冰晶生长， DSC 降温曲线上出现结晶放热峰，其

起始温度为 T0 0 若样品中包含具有抗冻活性的

AFP ， 结晶峰的出现将被延迟，瓦 与 Thd 存在差异。
反之，对于无热延迟活性的样品 ， 结晶从 Thd 就开
始 ， T。与 Thd 几近相等。因此可定义 AFP 的抗冻活

性为:

If/ = Thd - To (1 ) 

在 Thd 时，部分熔化的样品中的初始冰晶量可
由延迟的结晶放热量 Qi 与完全熔化热 Qm 之比得到，

即百分冰晶量为:

X = (1 -Qi / Qm)x l00% 

2 结果

2.1 AFP 与 BSA 的 Tr 、 Tm 、 Qm

表 1 中给出了两种 AFP样品以及 12%BSA在降

温和升温速率分别为 1 .C /min 时测得的结晶温度

Tf、熔化温度 Tm、完全熔化吸热量 Qm 。 值得提及

的是，这里 Tf 与 Tm 的差，并不反映样品的热延迟，
而是由于结晶成核所需的过冷。 一般溶液发生异相

成核，其结晶温度则介于相应浓度的凝固温度与均

相成核温度之间 [3] 。

2.2 AFP 与 BSA 的 DSC 热流曲线

图 1 给出了 12% AFP(WIW)溶液样品，从三种

前期部分熔化状态开始冷却结晶的 DSC 热流曲线 。

这部分熔化状态使得样品中存在一定的冰晶量。 从

图中可清楚地看到，当样品再次冷却时，结晶峰明

显地出现延迟，即结晶起始温度 T。 与保持温度 Thd
存在差异。这种差异并不是由过冷引起，因为在有

晶种存在的条件下，不可能过冷。从图中还可看

出 ， Thd 越高，相应的延迟结晶峰面积越大，也即
由式(2)表示的部分熔化的样品中冰晶量越少，而由

式(1)定义的 AFP 活性 V则越大 。 作为比较，图 2

给出了牛血清白蛋白 (BSA)的 DSC 热流曲线，其测

试过程与 AFP溶液相同，但BSA在从部分熔化状态

下冷却时，结晶峰即刻出现， 并不延迟 。 这表明

热延迟确实是抗冻蛋白所独有的特性。

表 1 AFP 与 BSA 的 Tr、 Tm 、 Qm

存-品(WIW) TrCC) TmCC ) Qm(J/g) 

12% AFP - 16.8 一 0 . 7 174 
6% AFP - 11.1 - 0.2 196 
12% BSA 8.1 - 0.1 164 

6 

5 

aazqo (
·
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(2) 围 1 12%AFP(W凡的的 DSC 热流曲线
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12%BSA(WII的

T",,= -O.8 'C 

。
5 - 4 - 3 -2 - 1 。

T("C) 

图 2 12%BSA(W凡的的 DSC 热流曲线

表2 AFP 活性与初始冰晶量

AFP T"" To ￥' X 

(W/W) ('C) ('C) ('C) ( %) 
12% -0.7 - 3.2 2.5 6.9 

- 0.9 - 2.7 1.8 57 .1 
- 1.2 ~ 2.9 1.7 68.7 

6% - 0.6 - 1.9 1.3 23 .0 
0.9 - 1.9 1.0 62.4 

一 1. 7 - 2.3 0.6 90.2 
2.2% - 0.7 - 1.4 0. 7 55 .3 

-1.5 - 1.8 0.3 88.9 

2.3 AFP 的活性与其浓度及初始冰晶量之间的关

系

表 2 给出了三种浓度的 AFP 的活性。在一定浓

度下，都显示了活性随 Thd 的升高或冰晶量减少而
增加。从表中也可看到 ， 在初始冰晶量相近的条件

下 ， AFP 的活性随其浓度的增加而增大。 例如 ， 初

始冰晶量约为 60% 左右时， AFP浓度为 12% 活性最

大，而 2.2% 浓度时活性最小 。

3 讨论

在热力学平衡条件下，溶液的熔化温度与凝固

温度是相同的，而且按照依数性，如果形成的固相

是纯溶剂，则两者随溶质浓度的增加而降低 。 然

而，抗冻蛋白主要不是作为溶质而使水溶液凝固点

下降，其抗冻作用机制是非依数性的。在水溶液

中， AFP 与液相水分子的水合作用并不比一般蛋白

质水溶液更强[6]。而且在凝固过程中，随着冰晶从

水溶液中析出， AFP 并不象其他溶质那样会被浓缩

于液相，而使剩余的未冻溶液浓度提高。 它们同样

分布于固相和液相I飞这些都说明抗冻蛋白不是通

过与液相水的相互作用，而是与冰晶表面的水分子

形成氢键吸附于冰晶表面产生抗冻作用。因此，当

样品直接从室温开始冷却时，液相溶液中并不存在

可为 AFP 吸附的晶核，其热延迟活性不能产生作

用 。 由此看来，抗冻蛋白并不能抑制冰晶成核，而

是抑制其生长。

将鱼类 AFP 加入到抗冻剂溶液中，对红细胞、

水稻细胞悬液等进行低温保存时，可以观察到 AFP

具有双重效应，即 AFP 可抑制冰晶的生长、再结

晶 ， 而在某种条件下， AFP 也可能与溶液或细胞膜

中的其他分子相结合，诱发冰晶成核。前者使细胞

低温保存活率提高，而后者则相反[8]。双重效应的

产生与众多因素相关，也说明了 AFP 亲水的侧链是

通过与冰晶棱面的水分子键合，阻止冰晶进一步生

长的 。

AFP 的 DSC 热流曲线显示的热延迟， 是抗冻蛋

白对冰晶的吸附 - 抑制机制的表现。 当系统中存在

六角晶系的晶种时，抗冻蛋白分子就会吸附到冰晶

的六个棱柱面上 ， 迫使冰晶只能在未被抗冻蛋白覆

盖的区域生长， 使原来平直的冰晶棱柱面变成被许

多抗冻蛋白分子隔开的短曲面。 这些曲面凸缘使冰

晶表面积与体积之比增大，具有更大的表面自由

能 。 冰晶要继续生长 ， 必须降低温度，把能量从

系统中排出 。 因此可认为在更低的温度下出现的冰

晶是具有更低的凝固点[9] 。 若冰晶的棱柱面完全被

抗冻蛋白吸附覆盖，从而有效地阻止了水分子结合

到冰晶表面 ， 冰晶沿 a 轴方向的生长则完全被抑

制 ， 而只能被限制在基面上(抗冻蛋白并不吸附于

基面)沿 c 轴方向生长，最终形成细小的针尖状冰
曰
日日 。

AFP 活性随其浓度的增加，以及初始冰晶量的

减少而增大。 这一关系 ， 与上述吸附一 抑制机制相

符 。 一定浓度的 AFP 溶液，其初始冰晶量低，则

冰晶表面 AFP 的吸附覆盖程度就高，因此对冰晶继

续生长的抑制作用越强。同样，在一定的初始冰晶

量条件下， AFP 的浓度越高，样品中参与吸附的

AFP 分子越多， 则冰晶表面为 AFP 分子覆盖程度就

越高 ， 因而对冰晶生长的抑制作用就越强。

总之 ， 对不同浓度的 AFP 样品，在相同的保

持温度 Thd 下 ， 其初始冰晶量可能差别很大，因此

在报道及表示抗冻蛋白活性时，应标明其浓度以及

部分熔化状态时的初始冰晶量。而对不同来源的

AFP 活性比较也应在相同浓度和初始冰晶量的条件

下进行。 用传统的显微镜直接观察法由于难以定量

测定和控制初始冰晶量，得到的 AFP 活性数据往往

存在很大分歧 。 DSC 分析避免了这些缺陷，但不

能可视观察抗冻蛋白使冰晶生长习性改变而形成针
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状冰晶的形态。 应用带有摄录系统的显微差示扫描

量热技术[坷，既能探测冰晶生长习性改变所特有的

结构形态动态显微图象， 又能定量测定相应的热反

应数据，可能为抗冻蛋白的研究及其作用机制提供

更丰富的实验佐证。 抗冻蛋白能否作为一种生物性

的大分子低温保护剂而应用于细胞及其他生物材料

的低温保存， 仍需作进一步的细胞生物学、生化及

生物物理方面的研究 。

·研究论文 ·
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Calorimetric Analysis of Antifreeze Activity and the Absorption­

inhibition Mechanism of Antifreeze Protein 

He-Sheng Ren飞 Na-Fei Xu, Ze-Zhao Hua 
(/nstitute ofThermal Engineering, University of Shanghaifor Science and Technology, Shanghai 200093, China ) 

. Abstract The activity of antifreeze protein (AFP) in Tenebrio molitor is analyzed by differential scanning 

calorimetry (DSC). It is shown that the antifreeze activity of AFP increases with decrease of initial ice crystal, and 

increase of concentration of AFP. These results are accordant with the absorption-inhibition mechanism of AFP. 
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