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在超低温保存( cryopreservation，一 80'C一

-196 'C )中，抗冻蛋白 (antifreeze proteins , AFPs)对

细胞存活率和热力学特性的影响十分复杂[ 1 ] 。 在

一些实验条件下，抗冻蛋白表现出保护活性 ;在另一

些实验条件下，它却表现出毒害性。换句话说，它既

能阻遏冰晶生长，又能促使成冰核效应 (ice nucle

ation effect)发生。在总结最新实验结果的基础上 ，

结合抗冻蛋白进化和结构生物学方面的新进展，我

们提出了一个新模型[2 ] ，该模型对抗冻蛋白功能的

两面性作了较好的诠释。

一、超低温保存中应用抗冻

蛋白的基本实验结果

抗冻蛋白具有三个显著特性。第一，通过阻遏

冰品的正常生长习性而使体液维持过冷状态[3]; 第

二 ， 具有阻止重结晶( recr)耐allization inhibition) 的

能力 [4]; 第三，低温环境中作为质膜的保护剂 [ 5 ] 。

正是这三个特性促使科学家们在超低温保存中应用

抗冻蛋白 。 实际作用效果分为以下三种结论。

1.抗冻蛋白是有效的保护剂

研究认为， 1 - 40mg/ml 不同分子量的抗冻蛋

白都有助于保持细胞结构完整性。猪未成熟卵母细

胞和二细胞胚玻璃化保存时 ， 40mg/ml 的抗冻糖蛋

白 (antifreeze glycoproteins)对维持细胞结构的完整

性起到了惊人的作用，证实这些蛋白质具有阻止膜

表面冰晶形成的能力[5]。小鼠卵母细胞在 O'C

6 molll二甲亚矶加 1mg/ml 抗冻糖蛋白的冰冻保

护剂中处理后置于液氮保存，受精率显著提高。

2. 抗冻蛋白不是保护剂

研究表明，两步法保存驼鸟卵母细胞和马胚胎

细胞，抗冻蛋白并无特殊益处[6] 。玻璃化法保存牛

桑甚期胚细胞，抗冻蛋白也不起作用。浓度在 25 -

1000月Iml 的抗冻蛋白可以毁坏超低温保存于甘油

中的人红细胞。 有人甚至认为抗冻蛋白增加了细胞

间冻结的可能性，从而使细胞恢复生长率降低。

3. 冻蛋白具有双重效应

在相对低浓度，如 5 - 150μg/ml 时，抗冻蛋白

提高了红细胞的存活率，而在毫克浓度时，虽然在理

论上抗冻蛋白能更加有效地阻止重结晶，实际上却

降低了红细胞的存活率[7]。超低温保存水稻悬浮

细胞 ， 由于抗冻蛋白浓度、具体保存方法、冷冻保护

剂组成与浓度以及细胞生理特性等方面的差异，抗

冻蛋白的积极效应与消极效应均可被观察到[8] 。

抗冻蛋白作用的两面性也可用低温显微镜技术和差

示扫描量热仪 (differential scanning calorimeter) 观
察[7] 。

二、抗冻蛋白的确切功能及其影响因素

为了全面了解抗冻蛋白的功能，有必要总结一

下抗冻蛋白在低温保存中 (h均1ηηyφp阳otl

ti∞10∞n ， 4- 一 2却O'C )的作用。 这方面的结果分成三组 :

一些报道认为，抗冻蛋白是膜保护剂，其机制是封闭

离子通道，从而平衡了跨膜电解质梯度( transmem

brane electrolyte gradients) [9]。另一些报道认为，抗

冻蛋白是膜毒害剂 ，所有类型的抗冻蛋白都使液菜

类囊体冻害加剧[ 10] 。 还有一些报道认为抗冻蛋白

具有膜保护作用，但它是与磷脂双分子层发生相互

作用，而不是与离子通道发生相互作用 。 将脂质体

作为模式系统来检查抗冻蛋白与脂质膜的相互作

用，荧光素标记显示 ，抗冻蛋白十分有效地阻止了标

记物的渗漏[ 11.1 2] 。

将低温保存和超低温保存中应用抗冻蛋白的最

新结果进行全面总结，我们可以得出以下结论 :抗冻

蛋白能和细胞膜作用，但有时起膜保护作用，有时起

膜毒害作用 ;抗冻蛋白能和冰晶作用，但有时抑制冰

晶生长，有时促进冰晶生长，两者的平衡取决于许多

因素，如，冷冻保护剂组成和浓度，降温和复温速度，

抗冻蛋白类型和浓度，最初冰核数目，以及被冻细胞

表面特征等[2] 。

三、抗冻蛋白与冰晶相互作用的

结构生物学进展

抗冻蛋白改变冰晶生长的机制称为吸附抑制方

式 (ad回rption inhibi t ion) ，主要是指在含有少量冰核

的体系中，抗冻蛋白侧链的亲水面通过氢键与冰晶

铃 国家自然科学基金资助项目 (39900012 ) 。
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的棱柱面(冰晶易生长面)匹配结合，暴露出高表面

自由能的疏水面，屏蔽了冰晶的进一步生长。 结果，

冰晶只在其基面非常有限地生长直至完全停止 ;抗

冻蛋白含量不同，最终冰晶形状也不同，主要有双锥

形和骨针形[3] 。

近年来，通过几项结构生物学技术的应用，如，

X射线结晶学、计算机模拟、定点突变等，对于抗冻

蛋白与冰晶互补结合的认识大大地加深了 。 研究者

已用1. 5A 的分辨率分析了 I 型抗冻蛋白(线状 α-螺

旋)的冰晶结合区。 研究表明，情效应和范德华力在

该类抗冻蛋白与冰晶的匹配结合中起到了举足轻重

的作用[13] 。皿型抗冻蛋白(球状，以1. 25λ 的分辨

率研究)具有扁平状两亲性冰晶结合区( f1at amphi

pathic ice-binding site) ，该区有 5 个 H原子与 2 个 0

原子构成[ 14 ] 。 对 E 型抗冻蛋白以及抗冻糖蛋白的

结构生物学研究也在进行之中 。 最近，昆虫抗冻蛋

白的结构生物学研究取得很大进展。云杉芽尖虫抗

冻蛋白的活性特别高，研究者观察到一种几个规律

排列的苏氨酸-某氨基酸-苏氨酸 (TXT) 组成的结

构，该结构与冰晶的棱柱面和基面都能匹配结

合[15] 。 另一昆虫抗冻蛋白，苏氨酸-半脱氨酸-苏氨

酸结构排列成一种扁平的 β片层结构，该结构中诸

短基间的空隙正好和冰晶晶格吻合，所以它就是冰

品结合面[ 16 ] 。

四、抗冻蛋白在超低温保存中

作用机制的新模型

1.传统模型及其不足

传统模型主要认为[ l7 ， l8] ，当细胞大小与骨针状

冰晶大小相近时，冰晶对细胞穿刺作用所造成的机

械损伤显得十分剧烈，抗冻蛋白呈破坏作用;当细胞

体积很大(如卵细胞)时，冰晶对细胞穿刺作用所造

抗冻蛋白-冰晶复合体

成的机械损伤显得相对不剧烈，此时抗冻蛋白抑制

重结晶的效应不被掩盖，它表现为保护作用。该模

型不能解释所有实验结果。 如，抗冻蛋白并非只在

保存体积大的细胞时才起保护作用;又如，毫克浓度

和微克浓度的抗冻蛋白应用于人红细胞保存，理论

上前者抑制重结晶效应更明显，但实际上前者降低

存活率，而后者提高存活率[7] ; 再如，此模型显然忽

略了抗冻蛋白与细胞膜的相互作用。

2 . 亲和相互作用偶联团聚模型

这个新模型认为抗冻蛋白不仅与冰晶作用，而

且又与细胞膜和冷冻保护剂中的其他分子发生亲和

相互作用[2 ] 。 抗冻蛋白在结合冰晶后所暴露的疏

水面能够与细胞膜磷脂双分子层发生相互作用。事

实上，能够和抗冻蛋白或抗冻蛋白，冰晶复合体发生

相互作用的分子是广泛存在的[2] 。 研究表明， IT 型

抗冻蛋白是从 C 类动物凝集素的碳水化合物识别

区演化而来，后者可结合细胞膜上的糖蛋白 [ 1 9] 。体

外实验证明，抗冻蛋白活性可通过一系列低分子化

合物来提高或减弱[20 ] 。一种含有碳水化合物的细

菌抗冻蛋白，既具抗冻活性，又具冰核活性;去除碳

水化合物部分，冰核活性也随之消失[2 1] 。

当抗冻蛋白-冰晶复合体与其他分子的亲和相

互作用达到一定程度时，抗冻蛋白-冰晶复合体就团

聚起来，从而使冰核变大，表面自由能降低，冰晶生

长被促进，抗冻蛋白呈破坏作用;反之，若亲和相互

作用小，抗冻蛋白-冰晶复合体不团聚，抗冻蛋白仅

起到抑制重结晶的作用，它有利于超低温保存。

按照这个模型 ，前面讲到的诸因子，即，冷冻保

护剂组成和浓度，降温和复温速度，抗冻蛋白类型和

浓度，最初冰核数目，以及被冻细胞表面特征等等，

实际上可能影响了亲和相互作用的强烈程度。 新模

型可简化为图 1 。

抗冻蛋白-冰晶复合体团聚 一→抗冻蛋白起破坏作用
亲和相互作用强烈

亲和相互作用不强烈

细胞膜、冷冻保护剂及其他溶质

抗冻蛋白 - 冰晶复合体不团聚一→抗冻蛋白起保护作用

图 1 亲和相互作用偶联团聚模型(自 绘)

五、小结与展望

抗冻蛋白在超低温保存中具有双重作用。最新

进展，包括抗冻蛋白分子进化、结构生物学以及可逆

激活等，使建立一个新模型来解释这种双重作用成

为可能。 亲和相互作用偶联团聚模型很好地解释了

这种双重作用。 当然这个新模型也存在一定缺陷，

例如，有些学者认为抗冻蛋白样品中易含有杂质，而
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正是这些杂质促使成冰核效应友生;又如，不同类型

的抗冻蛋白表现出不同的成冰核行为。 这些都是新

模型不曾包含的内容，有待进一步研究。

目前对鱼类四种抗冻蛋白( 1 型到凹型)及一种

抗冻糖蛋白的研究比较详细，对植物抗冻蛋白[22 .23 ]

和昆虫抗冻蛋白 [15.16] 的研究也在不断深入。 黑麦

草(Lolium ρerenne)抗冻蛋白阻止重结晶的能力比

鱼类抗冻蛋白和昆虫抗冻蛋白强得多，并且与脱水

蛋白 (dehydrins)一样，它们是煮沸稳定蛋白 [22] 。 转

基因烟草稳定合成胡萝卡抗冻蛋白，在温室生长条

件下就有很强的抗冻性[23] 。总体来说，无论对应用

低温生物学还是对理论低温生物学，抗冻蛋白都具

有重要意义。
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绿色荧光蛋白及其在细胞生物学研究中的应用 长

吴春利 刘洁生 " 杨维东

(暨南大学生物工程学系 广州 510632) 

绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein , GFP ) 

的发现和应用被称为细胞生物学上的一次革命。

1962 年 Shimom盯a[l] 等首先从一种水母类动物

Aequorea Victoria 中分离纯化出了 GFP ， 1992 年

Pr出heP]等克隆了 GFP 基因的 cDNA 并分析了

GFP 的一级结构， 1994 年 M. Chalfie[3]等最早用重

组野生型 GFP 基因做报告基因，成功地在原核和真

核生物中得到表达。此后，人们对 GFP 的性质和应

用进行了不断深入的研究，现在它已经发展成了现

代生物学研究的一个精确工具。 目前 GFP 在细胞

生物学、植物学、动物学、微生物学等学科研究中都

有着相当广泛的应用。随着人们对 GFP 发光机制

研究的深入，通过对其发光团区域和其它区域进行

随机诱变，已经得到了许多 GFP 突变型，有的发蓝

光或黄光而不是绿光[4]; 有的发出的荧光比野生型

的强很多 ，激发后很容易用肉眼观察到;有的则是温

度突变型，其表达不受温度的限制[5] ; 有的突变体

则可以特异地在某些物种中高效表达。 这些突变体

极大地拓宽了 GFP 的应用范围，使 GFP 在生物学

的应用显示出更为广阔和诱人的前景。

一、绿色荧光蛋白的分子

特性及发光机制

随着对绿色荧光蛋白研究的深入，人们发现从

不同动物体内提取的荧光蛋白的结构、性质不尽相

同，不同动物品种的荧光产生机理也有很大的差别。

目前研究得较为深人的是来自多管水母科

势教育部科学技术研究重点项目 (00214)和广州市科技

项目 (2001-Z-056 -01 )资助课题。

H 通讯联系人。

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志




