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Abstract： Antifreeze proteins are the thermal hysteresis proteins，which have the ability to modify
ice growth and inhibit ice recrystallization. Antifreeze proteins from plants are of significance to
elongate shelf-life of frozen food and improve their quality. How to separate antifreeze proteins from
complicated extract liquids effectively has been a hot and challenging topic. In this article，the
recent advances in the separation and purification methods of antifreeze proteins from plants are
reviewed and the basic principles of the methods are introduced. The methods include traditional
chromatography separation，SDS -PAGE electrophoresis，ice -affinity adsorption and cloud point
extraction. Based on the above research progress，the future directions to develop separation methods
for antifreeze proteins are put forward.
Keywords： plant antifreeze protein，chromatography，ice adsorption，cloud point extraction

摘要： 为植物抗冻蛋白是一类具有热滞活性的蛋白质，它能抑制冰晶的生长和重结晶。 因其特
殊的结构和功能，植物抗冻蛋白对延长冷冻食品的贮藏期和提高产品质量具有积极意义。 从复
杂提取液中高效分离纯化出抗冻蛋白已成为当前热点和难点问题，作者介绍了近年来植物抗冻
蛋白分离纯化方法的基本原理和研究进展，主要有传统层析分离方法、SDS-PAGE 电泳、冰特异
吸附分离法和浊点萃取法，展望了抗冻蛋白分离纯化方法的未来发展方向。
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抗冻蛋白（Antifreeze Protein，AFP）或冰结构蛋

白是一类能够抑制冰晶生长和重结晶的蛋白质，它

能以非依数性形式降低水溶液的冰点而对其熔点

影响甚微，这种引起的熔点与冰点的差值称为热滞

专题综述
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活性，因而抗冻蛋白亦称为热滞蛋白[1]。 抗冻蛋白可

通过直接混合、浸泡、真空渗透等物理手段，添加到

冰淇淋、冷冻肉制品和冷冻面团等食品中，来减少

冰晶形成和重结晶对冷冻食品质构的破坏，改善冷

冻食品的品质与性能，延长货架期[2-11]。
抗冻蛋白在植物、海洋鱼类、昆虫和微生物中

均有分布，而植物抗冻蛋白最容易为食品生产企业

和一般消费者所接受，其来源也比较广泛易得。 因

此，关于抗冻蛋白的商业利用和研究就集中到植物

来源的分离上。 研究发现，植物抗冻蛋白的热滞活

性比鱼类和昆虫抗冻蛋白的热滞活性低，但植物抗

冻蛋白有高的重结晶抑制功能[1]。 目前，多种植物抗

冻蛋白已被分离纯化和表征， 包括冬黑麦（Secale
cereale L.） [12]、胡 萝 卜 （Daucus carota） [13 -14]、冬 小 麦

（Triticum aestivum） [15]、 沙 冬 青 （Ammopiptanthus
mongolicusere） [16-18]、女 真 叶（Ligustrum lucidum） [19]、
连翘[20]等。对多种植物抗冻蛋白的分析结果表明，不

同来源的抗冻蛋白的多肽结构有明显区别，有些含

有糖配基，有些则不含有糖配基。
鉴于抗冻蛋白在冷冻食品工业领域具有的广

阔应用前景，GB2760-2011 已将其列为可用于冷冻

食品中的新型食品添加剂。 因此，对植物抗冻蛋白

进行高效分离纯化的方法亟待研究。 作者拟对目前

植物抗冻蛋白的分离纯化方法进行归纳，并对存在

的优缺点进行分析，以期为未来抗冻蛋白分离技术

的发展提供一定的参考。

传统从冷带植物中分离抗冻蛋白的步骤一般

包括植物原料均浆、离心、硫酸铵或乙醇分级沉淀、
超滤、脱盐、上离子交换柱、梯度洗脱、过凝胶过滤

层析柱、浓缩、冷冻干燥等步骤。 例如，Kontogiorgos
等[15]将冷诱导的冬小麦草非原质体提取物经过热处

理、超滤膜浓缩、乙醇分级沉淀和体积排阻色谱等

步骤，获得了一种热稳定的抗冻蛋白，并研究了其

对冷冻面团超微结构的影响。 尉姗姗等[17]将新疆沙

冬青叶片配合液氮用搅拌机打磨至粉状，加入缓冲

液混匀，高速离心，取上清液后超滤脱脂；然后，将

脱脂后的样品，用美国 Bio-Rad 公司的双流速层析

系统进行 DE-52 离子交换柱 进 行 层 析 分 离，NaCl
梯度洗脱后收集各洗脱峰；最后经脱盐、冷冻干燥，
得到相对分子质量为 119 24 的抗冻蛋白。 Simpson

等 [20] 将连翘的蛋白质提取液依次经过阴离子交换

柱、 羟基磷灰石色谱和凝胶过滤进行分离纯化，获

得了一种相对分子质量为 20 000 的抗冻蛋白。王维

香等 [21]将沙冬青提取液依次经过热处理、弱阴离子

交 换 层 析 （DEAE-cellulose A52）、 凝 胶 过 滤 层 析

（Sephacryl S300）、 疏 水 高 效 液 相 层 析 （Poros
20HP2）和强阴离子高效液相交换层析（Sourcel5Q），
分离纯化到抗冻蛋白 amAFP28。

传统层析方法存在分离周期长、 过程繁琐、得

率低、分离工艺不稳定和重复性差等缺点，并且在

大规模生产中，由于耗资昂贵不能使产品维持合理

的价格。 另外，利用硫酸铵或乙醇分级沉淀法来纯

化抗冻蛋白，硫酸铵或乙醇可能会改变活性潜伏的

蛋白质二级结构，造成抗冻活性的损失。

SDS-PAGE 电 泳 分 离 方 法 是 将 具 有 热 滞 活 性

的抗冻蛋白的电泳条带进行切割分离，该方法步骤

少、时间短，适用于高精度和高纯度抗冻蛋白样品

纯化。 Hon 等 [12]对冬黑麦非质体提取液进行 SDS-
PAGE 电 泳 ， 然 后 直 接 回 收 凝 胶 上 的 抗 冻 蛋 白 。
Wang 等 [22]则首先采用经典的蛋白质色谱技术来分

离 沙 冬 青 叶 片 中 的 抗 冻 蛋 白 质 ， 然 后 经 非 变 性

PAGE 胶分离、回收，得到具有热滞活性的抗冻蛋白

的条带。 Zhang 等[23]则采用 SDS-PAGE 电泳电泳条

带切割法与柱层析分离相结合的方法获得了冬小

麦麸皮抗冻蛋白。
然而，SDS-PAGE 电泳分离过程中， 电泳分离

的各峰间相互叠加，分离效率不太理想，并且分离

过程有时会发生蛋白质沉淀， 使收集电泳组分困

难。 另外，该方法必须在有标准样品的基础上才可

以有效地纯化，纯化的样品也非常少。

目前，利用抗冻蛋白对亲水性表面具有自发的

亲和吸附能力，开发和制备新型的吸附分离介质开

始受到关注。 例如，Kuiper 等[24]根据抗冻蛋白和冰晶

之间存在特异吸附性， 设计了一个 “冷手指（Cold
Finger）”（图 1）。样品置于烧杯中，缓慢的磁力搅拌，
保证溶液体系均匀，“冷手指”通过与其相连的管路

控制温度。 该“冷手指”可以从粗提物中纯化与冰结

合的抗冻蛋白，使用一次就使抗冻蛋白浓度提高 50

SDS-PAGE 电泳分离方法2

传统层析分离方法1

冰特异性吸附分离方法3
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倍，操作效率高。

图 1 冷手指装置

Fig. 1 Cold finger device

Zhang 等 [25]参照 Kuiper 的试验方法，并对分离

装置进行了改良（图 2）。 首先通过热重分析仪法和

分配系数法研究证明冬小麦麸皮抗冻蛋白具有较

强的亲水性和亲冰性，然后使用冰特异性亲和吸附

法对其纯化， 获得了产率为 1.64%的电泳纯小麦麸

皮抗冻蛋白。

图 2 冰特异性吸附分离小麦麸皮抗冻蛋白

Fig. 2 Separation antifreeze proteins from wheat bran
（Triticum aestivum L.） by ice specific adsorption

刘尚等 [26]根据抗冻蛋白与冰结合的特性，利用

碎冰从女贞叶提取液中分离出抗冻蛋白。 结果表

明，通过碎冰吸附、凝胶过滤和离子交换层析可以

获得 4 个组分的蛋白质， 经过差式扫描量热仪鉴

定，其中的 1 个具有热滞活性。
Gupta 等 [27]也使用类似的方法来分离沙棘中的

抗冻蛋白。 首先通过二维电泳、质谱和冰晶修饰活

性鉴定出沙棘提取液中含有抗冻蛋白，进而通过冰

特异性亲和吸附法对沙棘抗冻蛋白进行了制备纯

化（图 3）。
冰特异性吸附分离法利用了抗冻蛋白对冰的

特异吸附性，经一步分离步骤即可使植物抗冻蛋白

的纯化倍数显著提高，比传统的色谱方法更加快捷

高效； 但是该方法对纯化过程的控制要求严格，目

前的分离装置还比较复杂。 随着蛋白质分离纯化设

备的发展与改进，该方法具有广阔的应用前景。

图 3 沙棘抗冻蛋白的分离纯化

Fig. 3 Separation and purification of antifreeze protein
from Hippophae rhamnoides

浊点萃取（Cloud-Point Extraction，CPE）是近年

来在分离科学领域备受关注的一种新颖分离方法，
它不使用挥发性有机溶剂，不影响环境。 它利用非

离子表面活性剂水溶液在加热到浊点温度时形成

界面清晰的胶束/水两相（图 4），而组分可在两相中

进行分配来实现分离 [28-31]。 浊点系统可基于包括脂

肪酸聚氧乙烯醚和烷基酚聚氧乙烯醚系列，以及烷

氧基嵌段共聚物类化合物等。 CPE 法具有经济、安

全、高效、操作简便、易于大规模生产等优点。

图 4 非离子表面活性剂的浊点相分离

Fig. 4 Cloud point phase separation of nonionic
surfactants

作者首次将浊点萃取法用于冬小麦抗冻蛋白

的分离纯化[32]。 首先采用含非离子表面活性剂的缓

冲溶液从冬小麦和女真叶中的浸取抗冻蛋白；然后

加热到浊点温度后分成水相和胶束相两相，疏水性

杂质富集于胶束相， 而亲水性的抗冻保留在水相；
最后经透析浓缩、冷冻干燥得到纯化的抗冻蛋白产

品。 应用 SDS-PAGE 和差示扫描量热仪（DSC）分别

浊点萃取方法4
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测定了其相对分子质量范围和热滞活性值。 抗冻蛋

白相对分子质量范围为 20 200~66 100， 热滞活性

范围为 0.20~0.38 ℃， 浊点萃取过程对抗冻蛋白的

热滞活性不产生显著影响。 抗冻蛋白由于具有很强

的亲水性将保留在水相，而疏水性杂质选择性地萃

取到胶束相， 这是浊点萃取纯化抗冻蛋白的基础。
另外，还研究了净电荷、相对分子质量不同的女贞

叶抗冻蛋白在 SDS/Triton X-114 双水相系统的的分

配行为[32]。 其分配行为受胶束与抗冻蛋白的体积排

阻作用而影响，而蛋白净电荷作用对其分配无显著

影响。 抗冻蛋白的分配系数与蛋白质相对分子质

量、SDS 质量浓度和温度呈正相关性， 其值在 1.56~
9.51 之间；随着 SDS 质量浓度和温度的增加，表面活

性剂聚集体的尺寸增加， 胶束相对抗冻蛋白的体积

排阻增强，进而促进其相水相转移。 以上研究结果表

明：浊点萃取法的表面活性剂用量少、成本低、体系

组成简单，是一种极具潜力的抗冻蛋白分离方法。

目前，大多数研究重点均集中在新抗冻蛋白的

发现及分析上，而对其分离制备过程的关键技术则

研究较少。 另外，抗冻蛋白的分离纯化方法研究主

要还局限在实验室分析规模，将其发展到对抗冻蛋

白的大规模分离纯化还面临着许多问题和挑战。 例

如，如何筛选出对抗冻蛋白具有特异性作用的功能

基团，抗冻蛋白与分离介质间如何相互作用、怎样

匹配，等等。 因此，有必要对这些科学问题进行系统

深入的基础研究，揭示其内在的科学规律和原理。
通过抗冻蛋白的相对分子质量、等电点、极性、

特异性冰晶吸附等性质进行分离方法的设计是抗

冻蛋白分离方法的发展方向。 特别需要指出的是，
具有高度专一性和选择性的亲和分离材料的开发

应在抗冻蛋白的分离纯化中得到关注。 此外，亲和

分离材料与表面活性剂（或聚合物）双水相萃取体

系的结合， 以及与其他相关技术的集成和联用，将

促进抗冻蛋白分离纯化的规模化和产业化发展。

展 望5
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科 技 信 息

儿童食品钠含量严重超标

据外媒报道，新奥尔良召开的美国心脏协会的流行病学和预防/营养、身体活动和新陈代谢 2013 年科学会发布一

份研究报告称，目前市场上面向学步儿童的包装食品和零食类产品，普遍存在钠含量超标的问题，这会增加他们日后

罹患高血压和其它心血管疾病的风险。

研究指出，高血压是心血管疾病的主要危险因素，也是美国人致死的头号杀手。 研究指出，市场面向学步儿童的

食品当中，有 75%钠含量严重超标，然而令人欣慰的是，市场上针对 4 至 12 个月的婴儿食品，钠含量则相对较低。

研究人员对美国市场上销售的 1 100 多种儿童食品进行了检测。 这些食品都是预包装、熟食类婴幼儿食品，如奶

酪、意大利肉酱面、批萨、鸡肉或蔬菜等，可以在微波炉内加热后即食的产品，而不是冷藏食品。

研究人员提醒家长，在为儿童购买熟食和零食时，要注意阅读商品标签上的说明，注意其中的钠含量。

［信息来源］Turner Broadcasting System, Inc.. Toddler meals chock full of salt [EB/OL]. (2013-3-26). http://eatocracy.
cnn.com/2013/03/25/toddler-meals-chock-full-of-salt.

科学家研究即食熟肉产品中李斯特菌风险评估过程时的不确定度

2013 年 3 月,《International Journal of Food Microbiology》杂志刊登一项研究即食熟肉产品中李斯特菌风险评估过

程中不确定度的文章，描述了即食熟肉食品中李斯特菌污染风险评估模型在评估风险管理过程中的不确定度。

研究人员开发了一种即食熟肉制品中李斯特菌模型，所应用的二阶蒙特卡罗模型经过一系列过程模拟单核细胞

增生李斯特菌浓度，这些过程包括：食品加工企业、运输、零售、进入消费者家庭与消费。 该模型将生长抑制剂的使用，

零售过程交叉污染等因素计算在内，并通过粮农组织/世卫组织剂量响应模型来评估染病概率。

研究选择了一个适当保护水平（ALOP）的风险剂量作为每年消耗的所有产品中每份产品的平均致病风险，该模

型作为实施定期监控加工企业中李斯特菌最大允许浓度（cfu/g）用以确定相应的性能指标（PO）风险度量。 鉴于模型输

入内容的不确定性，研究估算了性能指标的不确定度。

［信息来源］Daniel Gallaghera, Eric D. Ebelb, Owen Gallaghera, et al. Characterizing uncertainty when evaluating risk
management metrics: Risk assessment modeling of Listeria monocytogenes contamination in ready -to -eat deli meats. [J].
International Journal of Food Microbiology, 2013, 162(3):266-275.
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