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摘要： 抗冻蛋白具有特殊的功能和热滞性质，能够降低冰点、抑制冰晶的生长和重结晶，修饰冰
晶的形态。 作者回顾了近年来抗冻蛋白的研究进展，对目前已知的抗冻蛋白的种类、结构特点、
功能性质及抗冻机理做了介绍，并阐述了抗冻蛋白在食品工业中的应用现状和前景。
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抗 冻 蛋 白 （antifreeze proteins，AFPs）是 一 类 抑

制冰晶生长的蛋白质，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，从而导致水溶液

的 熔 点 （melting point，MP）和 冰 点 （freezing point，
FP）之间出现差值，这种差值称为热滞活性（thermal
hysteresis activity，THA），因而抗冻蛋白亦称为热滞

蛋 白 或 温 度 迟 滞 蛋 白 （thermal hysteresis proteins，
THPs）[1]。 1969 年，Devries 在南极 Mcmurdo 海峡的

一种 Nototheneniid 鱼的血液中首先发现了 具 有 这

种性质的抗冻蛋白。 其后 30 多年里，人们又先后从

极区鱼类、昆虫、植物及真菌和细菌中发现了抗冻

蛋白。 抗冻蛋白通过吸附到冰晶表面， 由于 Kelvin
效应使冰晶的生长处于热力学上不利的状态，从而

抑制冰晶的生长，保护避免结冰或者对结冰敏感的

生命有机体免受结冰引起的伤害。 由于抗冻蛋白具

有阻止冰晶生长而不破坏细胞的特点，因而有望在

食品原料的冷处理、冷冻食品的保鲜等方面发挥重

大作用[2]。

专题综述

貓負貨



Journal of Food Science and Biotechnology Vol.31 No.9 2012

ZHANG Hui，et al： Applications and Prospect of Antifreeze Proteins in Food
Industry Mini-Review

1.1 抗冻蛋白的特性

AFP 降低鱼血清、植物体液或水溶液冰点的效

率比一般溶质要高。 按质量浓度算，比 NaCl 的效率

高 2 倍；按摩尔浓度算，比 NaCl 的效率高 200~500
倍。 显然这不能用一般的溶液理论来解释。 一般溶

液（如 NaCl，蔗糖溶液等）的冰点是固、液两相蒸气

压平衡时的温度，因而冰点等于熔点。 而 AFP 在其

溶液中只影响结冰过程， 几乎不影响熔化过程，所

以使冰点低于熔点。 例如，2%抗冻糖蛋白溶液-0.9
℃结冰， 而结的冰直至温度上升到-0.02 ℃也不熔

化。 这种现象叫做热滞（thromal hysteresis）效应，是

AFP 的第一个显著特性。 热滞是一种非理想溶液的

行为，溶液的冰点不由溶液的依数性决定，而其熔

点却由溶液的依数性决定，故两者出现差值。 冰点

和熔点的差值称为热滞值[3-4]。
AFP 有抑制冰晶生长的作用，而且这种作用在

不同的方向上有强弱之分，因而引起冰晶形态的改

变。 在纯水中，冰通常以平行于晶格基面（a 轴）的方

式生长，而在垂直于基面的方向（C 轴）很少生长，故

冰晶格看起来呈扁圆状。 低浓度 AFP（μmol/L）优先

抑制冰晶沿 a 轴的生长，因此冰晶格的六边柱表面

变得明显。高浓度 AFP 条件下冰晶主要沿 C 轴生长

而形成六边双棱锥及针形晶体。这就是 AFP 的另一

个特性———冰晶形态效应 [3]。 AFP 的第三个特性即

重结晶抑制作用（recrystalization inhibition）。 所谓重

结晶是指在已经形成的晶体颗粒之间进行生长重

分配，有的增大，有的减小；大的愈大，小的愈小。 这

种情形多发生在温度波动之时，往往对植物组织造

成致命伤害。 而 AFP 具有抑制重结晶发生的作用，
所形成的晶粒体积小而比较均匀[3，5-6]。
1.2 抗冻蛋白的分类及结构分析

按抗冻蛋白的来源分， 主要有鱼类抗冻蛋白、
植物抗冻蛋白、昆虫抗冻蛋白以及细菌抗冻蛋白。
1.2.1 鱼类抗冻蛋白 迄今为止在鱼类中共发现

了 5 种抗冻蛋白，分别是抗冻糖蛋白（AFGPs）、I 型

抗冻蛋白（AFPI）、Ⅱ型抗冻蛋白（AFP Ⅱ）、Ⅲ型抗

冻蛋白（AFP Ⅲ）和Ⅳ型抗冻蛋白（AIP IV）。
AFGPs 于 1969 年 首 先 由 DeVeries 在 鱼

（Trematomus borohgrevinki）的 血 液 中 发 现，肽 链 是

由 Ala—Ala—Thr 三肽单位重复组成， 相对分子质

量从 2 700~32 000，活性随相对分子质量的增加及

重复数的增多而提高。
AFP I 由 Duman 和 DeVries 于 1974 年 在 北 大

西 洋 沿 海 的 美 洲 拟 鲽 （Pseudopleuronectes
americanus）（俗称冬鲽）的血清中发现，相对分子质

量为 3 300~4 500，其二级结构全为 α 螺旋。
AFP Ⅱ仅发现于少数几种鱼类 （如海渡鸦、胡

爪鱼和鲱鱼等）的血清中，其重要特征在于富含半

胱氨酸（海渡鸦中 8.3％、大西洋鲱中 9.3％）。 在大洋

条鳕（Macrozoacrces americnus）中发现的 AFP Ⅲ既

不富含丙氨酸，也没有半胱氨酸，相对分子质量约 6 000。
用 NMR 和 X-射线衍射技术分析表明： 其二级结构

主要由 9 个 β 折叠组成，其中 8 个 β 折叠组成三明

治夹心结构，另一个 β 折叠则游离在其外。
AFP Ⅳ 是 从 长 角 杜 文 鱼 （Longhornosculpin，

myoxocephalus octodecimspinosis） 血清中分 离 到 的

一种新型抗冻蛋白（LS-12），该抗冻蛋白含有 108 个

氨基酸，相对分子质量约为 12 300，并且含有高达

17％的 Glu[2]。
1.2.2 昆虫抗冻蛋白 一些越冬的昆虫体内存在

超活性的 AFP，维持其体液的过冷（Supercooling）状

态。 目前昆虫中抗冻蛋白的分离纯化主要在 4 种昆

虫中开展，分别为黄粉虫（Tenebrio molitor）、美洲脊

胸 长 椿 （Oncopeltus fasciatus）、 枞 色 卷 蛾

（Choristoneura fumiferana）和 Dendroides canadensis。
昆虫抗冻蛋白的相对分子质量一般为 8 000~9 000，
无糖基，与鱼类 AFP I 型相似，含有较多的亲水性氨

基 酸 （例 如 Thr，Set，Asx，Glx，Lys，Arg）， 有 40%~
59%的氨基酸残基能形成氢键[7]。 有些昆虫 AFPs 类

似于鱼类 AFP Ⅱ，含有一定数量的半胱氨酸[8]。一般

来讲，昆虫抗冻蛋白抑制冰晶生长的活性高于鱼类

或植物抗冻蛋白 [9]。 它的最大活性可能达到鱼类抗

冻蛋白最大活性的 3～4 倍，而且在毫摩尔浓度其活

性会比鱼类抗冻蛋白的活性高出10~100 倍[10]，分子

结构也大不一样，这可能与冬季陆地的温度更低有

关[11]。
1.2.3 植物抗冻蛋白 植 物 AFPs 的 研 究 起 步 较

晚，目前已被研究的植物材料多达 40 余种，如从冬

黑麦中提取并纯化了 AFPs。 进一步的研究表明：冬

黑麦 AFPs 的 7 个多肽组分 （相对分子质量从 11 000~
36 000）都表现出明显的抗冻活性，并且具有相似的

氨基酸组成，均富含Asp、Glu、Ser、m、Gly、Ala 等，不

抗冻蛋白的研究现状1
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含His，Cys 含量在5%以上。 从 强 抗 冻 植 物 沙 冬 青

（Ammopiptanthus mongolicus）叶片中分离得到热稳

定的 AFPs， 其中有一种相对分子质量约为 40 000
的抗冻糖蛋白，其 pI 为 9.0。 胡萝卜 AFPs 是一种相

对分子质量为 36 000 的抗冻糖蛋白，pI 为 5.0。但真

正被分离纯化的 AFPs 并不多，且这些 AFPs 的热滞

活性或抗冻活性大大低于鱼类和昆虫的 AFPs。 因

此， 推测 AFPs 在提高植物抗冻性方面的主要途径

不是阻止冰晶的形成，而是调控胞外冰晶的增长及

抑制冰的重结晶和降低过冷点[12-13]。
1.2.4 细菌抗冻蛋白 在加拿大北极地区的植物

根际中发现一种根瘤菌（Pseudom oltaspluida GR12-
2）， 能耐受-20 ℃和-50 ℃的冰冻温度而存活下来，
在 5 ℃生长温度下， 会合成和分泌一种具有抗冻活

性的蛋白质。 这种蛋白质相对分子质量为 164 000
的糖脂蛋白， 实验证实了这种菌抗冻的机制之一是

AFP 的聚集[14-15]。 来源于南极洲的细菌中有 6 种可以

产生抗冻蛋白， 其中热滞活性最高的一种 AFP 是由

82 号菌株（Moraxellasp）产生的一类脂蛋白（AFLP），
N 一端氨基酸顺序与该菌的外膜蛋白有很高的相似

性，这是首次报道的第一类抗冻脂蛋白[16]。
1.3 冻蛋白的抗冻机理及作用模型

水溶液中的溶质能够降低冰点和熔点，如生理

盐水的冰点为-0.539 ℃。 但只靠这种作用，还不足

以使生物体适应低温环境。 极地鱼类能够在-1.9 ℃
的海水中生存， 单纯溶质的作用只能把冰点降低

到-0.8 ℃。 在降低冰点方面，起主要作用的是抗冻

蛋白。 抗冻蛋白是一种有冰核剂活性的蛋白质，当

温度降低时，它能诱发细胞周围结冰，从而避免细

胞内结冰造成致死性伤害。
抗冻蛋白抗冻机理目前尚不完全清楚，普遍认

为：1） 抗冻蛋白通过结合到冰晶的表面抑制其生

长，从而改变冰晶的形态。 2）抗冻蛋白具有抑制重

结晶发生的作用， 防止小的冰晶凝结成更大的冰

晶，使形成的晶粒体积小且均匀。 AFPs 的上述特性

都是通过 AFPs 与冰晶的表面相互作用而实现的[17]。
随着人们对抗冻蛋白分子机理理解的深入，人

们先后提出了一序列的模型来解释这一特殊机理。
1）1977 年 Raymond 等[18]首先提出“吸附-抑制”模型

来解释 AFP 的作用机理， 认为 AFP 通过自身吸附

到冰晶表面从而抑制冰晶生长，而不是通过把水与

冰进行隔离，使得水不再结冰。 Du 等将小冰晶成核

技术应用于 AFP—Ⅲ的抗冻机制研究。发现 AFP 一

Ⅲ可以吸附到小晶核和尘埃颗粒上，从而阻碍冰晶

的成核作用，首次从数量上来研究了 AFP 的抗冻机

制[19]。2） 1983 年 DeViles 提出了“晶格匹配”模型[20]。
在 “晶格匹配” 模型中， 冬季比目鱼（Pleuronectes
americanus）AFP-Ⅰ的两亲性 α 螺旋通过规律排布，
突出螺旋外的 Thr 和 Asx 残基与冰晶棱面相结合。
3） 1988 年 Yang 等 [21]提出“偶极子-偶极子”模型，
认为 AFP 有显著平行于其螺旋轴亲水基团和疏水

基团的偶板子（Dipole）。 4） 1993 年 Knight 等[22]提出

了“晶格占有”模型，该模型是在“晶格匹配”模型的

基础上演变而来的。 “晶格占有”模型中，AFP 中部

分氢键基团通过“占有”冰晶表面上氧原子的位置，
从而与临近的氧原子同时形成了多个氧键，这样就

使得氢键数量增加了几倍，最终导致 AFP 冰晶之间

形成不可逆结合。 5）2002 年 Jia 等[23]提出了一个可

适用于目前已经发现的抗冻蛋白的 “表面互补”模

型。 这个模型也被称为“受体-配体”模型，在该模型

中 AFP 是受体， 冰是配体，AFP 与冰晶之间所形成

的表面互补与多种相互作用力有关，互补的表面越

大 则 相 互 作 用 力 越 强，AFP 如 果 从 冰 晶 上 脱 离 下

来，则必须同时断裂这些相互作用力，而这在动力

学上几乎足不可能的，因而导致了 AFP 与冰晶之间

结合的不可逆性。
1.4 抗冻蛋白的功能

对于 AFP 的功能及特性可概括为以下几点：1）
尽管发现抗冻蛋白可降低凝固点，但其熔点却接近

于 0 ℃。 热熵的存在表明其活性机制是非依数性

的。 2）抗冻蛋白的非依数性大约为具有依数活性物

质的 500 倍左右。 但是，却存在一个极限浓度点其

活性趋于饱和。 3） 抗冻蛋白以极低质量浓度（＜0.1
μg/mL）存在时即可抑制冻结溶液的重结晶现象。4）
当溶液的过冷温度稍低于其凝固点时，冰晶的成长

结构就与其在水中截然不同。 首先，冰结晶在鱼糖

蛋白上从基面沿 C-轴方向呈针状生长，而不是集中

地呈树枝状生长（即 a 轴不在基面上）。 随着溶液温

度的进一步降低，冰结晶的生长结构与其在水中基

本相同。 以上研究表明，特异位点与基面吸附的亲

和力低于与棱形界面的亲和力[24]。

从食品工业的发展趋势来看，冷冻食品业在食
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品工业中所占的份额越来越大，尽管冷冻加工和贮

藏室保证食品品质较好的方法之一，但是低温冷链

中众多食品发生结晶和重结晶现象对细胞组织结

构发生破坏作用，造成细胞内汁液流失。 水的结晶

导致溶液的局部浓缩现象又促使细胞内组分的性

质发生改变，发生蛋白质变性、淀粉回生等现象，这

些现象最终使产品品质受到严重破坏[25]。 作为一类

新型的食品添加剂，抗冻蛋白可以有效减少冷冻贮

藏的食品中冰晶的形成和重结晶，而提高低温冷链

系列食品的质量。
2.1 在食品原料中的应用

抗冻蛋白的特性被报道后，各国很多学者纷纷

寻找它的应用，但抗冻蛋白只能很小限度的降低冰

点，与常用的可食用的抗冻剂相比，效果不显著，且

自然生产量很小，因此充分运用到食品中去条件不

成熟。 基因工程的发展为抗冻蛋白的应用提供了良

好的条件，即运用基因过程的方法把异源的高活性

的 AFP 的基因转移到目标食品原料上， 使之表达。
这种遗传特性的改良，从根本上增强食品原料在田

间的抗寒能力，而且会改善食品原料采后的贮藏加

工特性[26]。 在 1984 年，Pickctt 等报道了从美洲拟蝶

中 提 取 的 AFPI 型 抗 冻 蛋 白 的 DNA 序 列 密 码 。
Devies 报道了把抗冻基因转移到果蝇， 并提出把抗

冻基因转移到鲑鱼、烟草、和胡萝卜中的方案，此后

的大多数工作是直接针对转基因品种的生产，来增

进它对冷或霜冻的抗性，如 Georeges 等把抗冻蛋白

基因转移到玉米中。 这些工作本身是食品技术的一

部分，使品种和生长条件更加广泛，从而使原料更

加便宜。 Warren 等进行了大量的研究，把抗冻基因

接到载体中并在细菌、酵母菌和植物中表达，还进

行了用发酵工程制备抗冻蛋白的方法，然后提纯抗

冻多肽。 将抗冻蛋白应用到食品的模型中都显示了

改变冰晶生长的活性。 美国 DNA 工程公司在番茄

中导入抗冻蛋白基因， 降低了细胞内水分的凝固，
培育出的耐寒番茄，在-6 ℃能生存几个小时，果实

冷藏后不变形[27]。
2.2 在食品加工及贮运过程中的应用

在食品冷冻时，抗冻蛋白可抑制重晶化保持食

品柔软的质地。 在冷冻贮藏食品中，抗冻蛋白在食

品的冰冻、贮藏、运输和解冻过程抑制重晶化，减少

细胞损伤以保持食品质地，还可减少滴液以降低营

养成分的损失。 果蔬贮藏时的温度越低，品质保持

越好，大部分果蔬可以在-18 ℃实现跨季节冻藏。 但

果蔬质膜均由弹性较差的细胞壁包裹，冻结过程对

细胞的机械损伤和溶质损伤较为突出，因此适宜低

温点的选择往往取决于贮藏对象的耐低温能力，由

于果蔬品种、组织成分、成熟度等多种因素不同，对

低温冻结的承受能力差别很大。 食品在解冻过程中

常出现的问题是汁液流失、软烂、失去原有的形态。
造成汁液流失的原因与食品的原料、 冻结方式、冻

藏条件以及解冻方式有关。 能表达抗冻蛋白的转基

因蔬菜可改善这种状况，提高速冻品的质量。 这是

因为转基因蔬菜在冻结与冻藏中冰晶对细胞和蛋

白质的破坏很小，合理解冻后，部分融化的冰晶也

会缓慢渗透到细胞内，在蛋白质颗粒周围重新形成

水化层，使汁液流失减少，保持了解冻食品的营养

成分和原有风味[2]。
2.3 作为食品添加剂的应用

其 中 一 项 研 究 是 洛 杉 矶 的 Tomorrow Products
研究的 Eskimo 品牌的 Twin 香槟酒。 经过-8~-6 ℃
l h 的贮藏后，对照样品产生了大量的冰结晶，而加

人抗冻蛋白的样品却未见有冰结晶出现。 冰淇淋在

贮存、运输过程易受升温或温度波动的影响，温度

波动对冰晶的影响更大。 因为当温度升高时，冰淇

淋中的未冻水分增多，而且温度降低时，未冻水分

重新凝结，使原来细小的冰晶长大。 可见，在贮存、
运输过程中冰晶的再结晶使冰淇淋的质地粗糙，失

去了原有的细腻口感。 把少量的抗冻蛋白加入到已

融化的冰淇淋样品中， 于-80 ℃下迅速冷冻， 然后

在-8~-6 ℃下放置不同的时间， 用显微镜观察重结

晶的变化。 在-8~-6 ℃下放置 1 h 后，同对照相比冰

晶明显变小[28]。肉制品的冷冻、冷藏中，加入 AFPs 可

以有效地减少渗水和抑制冰晶的形成，保持原来的

组织结构，减少营养流失[15]。 据报道，将 AFPG 于屠

宰前注入羔羊体内，宰后肉体经真空包装，在-20 ℃
冻藏 2～l6 周，然后解冻，观察肉的冷冻质量。结果发

现，无论在屠宰前 1 h 或 24 h 注射 AFPG，均可有效

降低冰晶体的体积和液滴的数量。 AFPG 终注射浓

度达到 0.01 mg/kg 时， 特别是在宰前 24 h 注射时，
可以获得最小的冰晶体[29]。 Zhang[30]等研究了抗冻蛋

白对冷冻面团质地特性的影响，结果发现，添加抗

冻蛋白的实验组冷冻面团的硬度比对照组更加柔

软和稳定，这主要是因为较低的结冰水含量。
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抗冻蛋白在食品中的应用前景非常广阔，尤其

在发酵菌种的改进及保藏方面将取得不可替代的

作用。 通过原核生物 E.coli 诱导表达 AFPs，分离纯

化出 AFPs，可以作为一种防冻剂，对菌种保藏及果

蔬的贮藏和保鲜有重要的价值。 对于果蔬的贮藏，
如果贮藏温度能降低 1 ℃，就可以明显延长贮藏寿

命。 抗冻蛋白及其模拟物将被认为是很有潜力的食

品添加剂。
然而抗冻蛋白在食品中的应用依赖于它的成

本， 目前抗冻糖蛋白和冬鲽蛋白已有商品出售，价

格与纯度有关，基本售价为 500 美元/g。 如此昂贵的

价格在食品中的应用还不现实，目前仅适用于特殊

研究项目上。 也有一些抗冻蛋白不再从鱼的血液中

提取， 而是通过化学合成或基因工程方法生产，但

是成本仍未降到可以在食品中使用的水平。 不过，
相信不久，合成抗冻蛋白的价格会随着生物合成水

平的迅速发展而大幅下降。 另外，从分子生物学的

角度来分析，在某些鱼类和作物中植入合适的抗冻

基因，生产出含有抗冻蛋白的食品原料（如鲑鱼、草

莓、柑桔等），加工得到的产品成本可能会更低[25]。
3.1 抗冻蛋白在果蔬保鲜中的应用前景

新鲜果蔬贮藏时均需有适宜的最低温度，低于

此温度常造成果蔬的冰害和冻害。 适宜低温点的选

择往往取决于贮藏对象的耐低温能力。 贮藏温度若

能降低 1 ℃就可以明显延长某些果蔬的贮藏寿命
[31]。 速冻果蔬在冻藏解冻过程中常出现的主要问题

是汁液流失（ drip loss）、软烂、失去原有的形态。 造

成汁液流失的原因与食品的原料处理、 冻结方式、
包装、冻藏条件以及解冻方式有关，最关键的因素

是冻藏过程中的温度波动导致重结晶。能表达 AFPs
的转基因蔬菜可改善这种状况， 提高速冻品的质

量。 这是因为转基因蔬菜在冻结与冻藏中冰晶对细

胞和蛋白质的破坏很小，合理解冻后，部分融化的

冰晶也会缓慢渗透到细胞内，在蛋白质颗粒周围重

新形成水化层，使汁液流失减少，保持了解冻食品

的营养成分和原有风味。 人们将鱼的 AFPI 抗冻蛋

白渗入到植物叶和茎的组织中， 使其冰点降低了

1.8 ℃以上，在植物悬浮培养细胞低温保存时，抗冻

蛋白可起到冰冻保护剂的作用，而抗冻蛋白也能降

低植物细胞内冰晶形成速度，这表明鱼抗冻蛋白在

植物中具有抗冻活性。
3.2 抗冻蛋白在水产行业中的应用前景

水体温度低对很多水产生物都会造成相当大

的应激，因此在温和气候里生活的敏感水产生物在

遇到罕见的低温时，甚至可能会全部死亡。 例如一

些亚热带鱼类和虾类，如果在其收获前期遇到较强

冷空气侵袭，超过其适应能力，就会被冻死而减产。
低温对水产生物的影响，限制了养殖业的发展。 然

而抗冻蛋白的发现和生物技术的发展为水产养殖

业提供了广阔的发展前景。 杨晓蒨首次将目前己知

具有最强抗冻活性的云杉卷叶蛾（spruce budworm，
Choristoneura fumiferana）抗冻蛋白（sbw AFP）基因，
通过精子介导的转基因技术整合到罗氏沼虾的胚

胎中， 获得了具有 sbw AFP 基因整合的虾胚胎 [32]。
Fletcher 等将北美黄盖蝶抗冻蛋白基因微量注入鲑

鱼的受精卵内， 获得了遗传表达 AFP 的转基因鲑

鱼。
在水产品冷冻加工的过程中，冷冻的温度及速

度会引起冷冻产品的组成成分及产品的质量发生

变化。 如冷冻鱼糜，在冷冻过程中，如果冷冻速度过

慢，产生的冰晶过大，就会导致蛋白冷冻变性，降低

产品的质量。 由于抗冻蛋白具有非依数性的降低冰

点，抑制冰晶生长速度的独特特性，可以将抗冻蛋

白通过物理手段如直接混合、浸泡、真空渗透等应

用于水产品的冷冻加工过程中，改善冷冻产品的质

量[33]。

以上是抗冻蛋白的特性、分类、结构分析、作用

机理、功能及其在食品工业中的应用现状和作用前

景，尽管对抗冻蛋白有了不少的认识，但抗冻蛋白

还留下很多需要研究的课题，尤其是抗冻蛋白结构

与功能之间的关系及如何有效地应用到食品工业

中，作为已经改变了基因的原料或在食品中应用的

基因工程抗冻剂如何降低成本等都是迫切需要解

决的课题。 随着研究工作的进行，抗冻蛋白作用机

理会变得更为明显，其在食品工业中的应用将会有

广阔的前景。

抗冻蛋白在食品工业中的应用前景3

结 语4
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