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昆虫抗冻蛋白：规则结构适应功能
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摘要：抗冻蛋白在环境温度低于体液熔点时能够结合到生物体内的冰核表面，通过限制冰核生长和抑制冰晶重结

晶而保护有机体免受结冰引起的伤害。与其他生物抗冻蛋白比较，昆虫抗冻蛋白有很强的活性，结构上具有显著

特征，如一级结构规律重复，超二级结构为!1螺旋，可与冰晶发生相互作用，具有 EFE 基序等。该文综述了近年来

关于昆虫抗冻蛋白的结构以及分子生物学等方面研究的新进展，讨论了其结构与功能的关系。
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抗冻蛋白（5#D6OP$$S$ CP:D$6#，BLZ）又被称为热滞

蛋白（D9$P457 9Q8D$P$868 CP:D$6#，EHZ），具有热滞效应

和重结晶抑制效应，能够保护生物有机体免受结冰

引起的伤害，其抗冻活性通常定义为热滞性，大小用

热滞系数表示。目前已经在鱼类、昆虫、植物体、细

菌和真菌体内发现多种抗冻蛋白（!5>T -# $) =，%&&(；

.D$OO$# 5#A [P65#，%&&(）。在自然选择和平行进化作

用下（.W5#8:# 5#A N95P7$8，%&&%），这些蛋白质结构呈

现多样性（K$6#575 -# $) =，%&&%V）。

\P648D:#$ 等（+)’]）首 先 证 明 黄 粉 甲 .-&-/0+’
(’)+#’0 幼虫能够产生抗冻蛋白，随后，科学家们在多

种昆 虫 体 内 发 现 了 抗 冻 蛋 白 的 存 在。^"45# 等

（%&&(）分别检测了生活在美国阿拉斯加州的 20 种

昆虫和 ’ 种蜘蛛的血淋巴，在 +] 种昆虫和 * 种蜘蛛

中检测到了抗冻蛋白，这说明抗冻蛋白在昆虫中是

比较普遍存在的。目前研究比较透彻的昆虫抗冻蛋

白是黄粉甲、云杉卷叶蛾 12’0+3#’&-40$ 54(+5-0$&$ 和

赤翅甲 6-&70’+7-3 "$&$7-&3+3 抗冻蛋白，它们都包括

一系列结构相似、长度相同或不相同的同系物（3$@5
-# $) =，%&&%）。/N[- 数 据 库 显 示（截 至 %&&’ 年 %
月），* 种昆虫已知的抗冻蛋白氨基酸序列分别有

%*、+’ 和 +) 种。

另外，_P68D65#8$# 等（%&&0）在松皮天牛 82$*+4(
+&94+3+#’0 血淋巴中发现 ’ 种抗冻蛋白，这些蛋白质

分子量在 +%‘0 a +%‘] T^ 之间，等电点在 ] 以上。通

过离子交换层析已经纯化得到了其中 *
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导地位的是 !"#$%（&’），在阴离子和阳离子状态下，

该蛋白都能与冰相互作用。与以上 ( 种昆虫的抗冻

蛋白相比，抗冻蛋白 !"#$%（&’）具有较少的半胱氨

酸残基和较多的苏氨酸残基，经胰蛋白酶消化后，其

肽指纹图谱与已知的蛋白质都不能互相匹配。)"
等（*+++）在日本松盒瘿蚊 !"#$%&’()%*’* +,(%-#-*’* 越

冬幼虫中分离纯化到两种抗冻蛋白，分子量分别是

(’,- 和 (.,/ 01，分子量为 (.,/ 01 的抗冻蛋白在浓

度为 2+ 3453) 时，热滞活性大约为 667。

费云标等（*+++）对昆虫的抗冻蛋白曾作过综

述。景晓红等（*++*）以昆虫对低温的适应为题综述

了昆虫抗冻蛋白的研究进展，其文献引用截止于

*+++ 年。近几年，国际上昆虫抗冻蛋白的研究进展

很快，尤其在结构生物学和分子生物学方面，国内的

相关研究工作也开始起步，本文结合作者的研究方

向，综述了该领域的最新研究进展。

! 昆虫抗冻蛋白的特点

!"! 很强的抗冻活性

在生理状态下，昆虫抗冻蛋白可以把血淋巴的

冰点降低 27甚至更多，而一般鱼类抗冻蛋白只能

把体液冰点降低 6,27，昆虫抗冻蛋白比大多数已

发现的其他来源的抗冻蛋白活性都强（89:4 #. ,) ;，
*++(）。作为例外，<9=>?9@@ 等（*++’A）在极地鱼美洲

拟鲽 /)#01%-#$.#* ,2#1’$,-0* 中发现了一种活性与昆

虫抗冻蛋白活性相当的抗冻蛋白，能够使这种鱼在

B 6,-7的环境中生存，但该蛋白质在常温下失活。

体外表达的几种昆虫抗冻蛋白最大抗冻活性是一般

鱼类抗冻蛋白的 ( C ’ 倍（D=9EF?E= #. ,) ;，*+++）。而

在微摩尔级浓度时，一种富含苏氨酸和半胱氨酸的

/’ 个氨基酸残基的黄粉甲抗冻蛋白，其热滞活性为

鱼类抗冻蛋白的 6+ C 6++ 倍（)"GH #. ,) ;，6---）。

!"# 一级结构富有规律

黄粉甲抗冻蛋白是具有右手平行!I螺旋结构的

小分子蛋白，通过多个二硫键交连，螺旋结构内包含

串联重复的由 6* 个氨基酸残基（JKJLMLLKLL#L）

组成的环（)"GH #. ,) ;，*+++A）。云杉卷叶蛾抗冻蛋

白（KN#$%）具有左手!I螺旋结构，每环由 62 个氨基

酸残基组成（1GHOEF #. ,) ;，*++*）。赤翅甲抗冻蛋白

（1O#$%）具有右手!I螺旋结构，氨基酸序列包含由

6* 或 6( 个氨基酸残基组成的重复序列：KP>IJ?=I
L(IME=IL2ILQIKP>IL/IL-I#@9IL66IJ?=IL6(，在成熟蛋

白质中每隔 Q 个氨基酸有 6 个半胱氨酸，这与黄粉

甲抗冻蛋白类似（1H39: #. ,) ;，*++*）。

!"$ 基因转录和表达的双重调节及组织特异性

D=9?93 等（*+++）研究表明，在适宜的生存环境

下，低龄黄粉甲幼虫（66 C 6( 34）含有低水平的抗冻

蛋白和抗冻蛋白 3!R#，当幼虫发育到最后阶段（体

重 S 6-+ 34），两者的水平分别增加 6+ 倍和 6/ 倍。

低温、干 燥 和 饥 饿 都 能 使 抗 冻 蛋 白 和 抗 冻 蛋 白

3!R# 的水平增高。D=9?93 等（*+++）的工作同时表

明，在化蛹期抗冻蛋白 3!R# 的水平至少下降 *+
倍，抗冻蛋白表达水平也下降，但下降速度缓慢，低

温处理不能逆转这种下降趋势。1GHOEF 等（*++*）对

云杉卷叶蛾抗冻蛋白的差异表达研究表明，云杉卷

叶蛾抗冻蛋白家族 - 01 蛋白质的转录主要受发育

阶段的调节，而季节性的低温起次要作用。这些研

究说明抗冻蛋白基因的转录和表达既受环境的影

响，也受发育阶段的影响。

抗冻蛋白的表达还具有组织特异性。赤翅甲抗

冻蛋白家族包括 6* 种相似的蛋白质，这些蛋白质由

于序列不同而分属于 ( 组（1H39: #. ,) ;，*++*）。用

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱法（<#)1TI
JU$）研究表明，血淋巴中只含有第 6 组赤翅甲抗冻

蛋白（1O#$%I"，#，$，%），在中央管体液中则含有

第 * 组（1O#$%I&，’，(，)）和第 ( 组（1O#$%I*，

+，,，-）抗冻蛋白。!JI%K! 显示在脂肪体中 6*
种赤翅甲抗冻蛋白的基因都转录，而在中央管上皮

组织中只转录第 * 组和第 ( 组赤翅甲抗冻蛋白的基

因（1H39: #. ,) ;，*++*）。在黄粉甲体内，脂肪体细

胞抗冻蛋白的表达量明显高于其他组织（D=9?93 #.
,) ;，*+++）。

# 昆虫抗冻蛋白的立体结构

已知立体结构的昆虫抗冻蛋白都具有!I螺旋结

构（MFENNE: #. ,) ;，*++’）和串联重复的螺旋环（1H39:
#. ,) ;，*++*；19@EP #. ,)，*++*；)E":9@9 #. ,) ;，
*++*9）。形成这种结构可能的原因是!I螺旋蛋白中

螺旋环之间的距离（’,.2V）与冰格内氧原子之间的

距离（’,2V）很接近，且原子排列相似，因而两者能够

紧密互补（D=9EF?E= #. ,) ;，*+++）。其中黄粉甲抗冻

蛋白被认为是自然界结构最规则的蛋白质之一，除

了其 R 端 6’ 个氨基酸组成的帽子结构外，各个螺旋

环几乎保持相同的构象。

#"! 黄粉甲抗冻蛋白的晶体结构和 %&’ 结构

到目前为止，共解析出 ( 种成熟蛋白质氨基酸

*-’ 昆虫学报 3$., 4-.%2%)%5’$, 6’-’$, ’- 卷



残基数目为 !" 的黄粉甲抗冻蛋白的晶体结构或溶

液中的 #$% 结构，&’( 编号分别为 )*+,-.、)*+,-(
（/012 !" #$ 3，45556）和 )/)7-.（’89:; !" #$ 3，4554）。

/012 等（45556）详细研究了 !" 个氨基酸残基的黄粉

甲抗冻蛋白的晶体结构，其分辨率为 )<"=，结果表

明蛋白质主链中的 > 个环氨基酸序列保守性很高，

保守的氨基酸的侧链也朝向同一个方向。蛋白质几

乎没有疏水核心，螺旋环结构核心具有丝氨酸残基，

构象主要通过多个二硫键和氢键得以稳定（?@:AA:B
!" #$ 3，455"）。黄粉甲抗冻蛋白总的形状是一个三

棱柱体，表面积为 ) )!5 =4，有一个由 > 个!-折叠股

参与构成的面积为 ><C= D )C= 的长方形平坦表面，

该表面被认为是与冰晶发生相互作用的部位。其

#$% 结构与晶体结构非常相似，只不过在 #$% 结

构中未显示出 E 末端螺旋圈的!-折叠股，#-末端重

叠也较少，这可能是由于这一部分结构在溶液中比

较松弛（/012 !" #$ 3，45556）。

!"! 云杉卷叶蛾抗冻蛋白 ##$ 和 %&’ 及其结构

云杉卷叶蛾抗冻蛋白 FFG 是一种研究比较透彻

的昆虫抗冻蛋白。/:0B898 等（45548）解析出了这种

蛋白质的晶体结构，分辨率为 4<F=，正是这个晶体

结构揭示了云杉卷叶蛾抗冻蛋白的左手!-螺旋结

构，重复的螺旋环以及重复的 HIJ-KLL-HIJ 基序（HKH
M1@0A）。除了包括云杉卷叶蛾抗冻蛋白 FFG 在内的

分子量大约为 N O’ 的同系物外，云杉卷叶蛾体内还

能产生另一组分子量大约为 )4 O’ 的抗冻蛋白同系

物，这组同系物比 N O’ 的同系物多了一段 F5 或 F)
个氨基酸残基组成的插入序列。*:P8 等（4554）对这

组同系物的一种云杉卷叶蛾抗冻蛋白 C5) 进行了详

细研究，解析得到了它的晶体结构。云杉卷叶蛾抗

冻蛋白 C5) 保留了云杉卷叶蛾抗冻蛋白 FFG 的左手

螺旋结构，与云杉卷叶蛾抗冻蛋白 FFG 相比序列的

保守性很高，但比云杉卷叶蛾抗冻蛋白 FFG 多了 F)
个氨基酸的插入序列。比较二者晶体结构发现，云

杉卷叶蛾抗冻蛋白 C5) 比云杉卷叶蛾抗冻蛋白 FFG
在!-螺旋结构的中央区域形成了额外的两个环（)>
Q )C），从而延长了!-螺旋结构的长度。这有效地增

大了二维苏氨酸序列与冰结合的面积，增强了抗冻

活性。实验证明，云杉卷叶蛾抗冻蛋白 C5) 的热滞

活性是云杉卷叶蛾抗冻蛋白 FFG 的 F 倍。在 R’#.
水平上切去编码云杉卷叶蛾抗冻蛋白 C5) 插入部分

的基因，表达的蛋白质其活性和较短的云杉卷叶蛾

抗冻蛋白即 N O’ 的同系物相似。这说明云杉卷叶

蛾抗冻蛋白 C5) 的活性与其!-螺旋结构的长度和冰

结合面积的大小直接呈正相关（*:P8 !" #$ 3，4554）。

最近，/0 等（455C）解析出了云杉卷叶蛾抗冻蛋白 C5)
的溶液 #$% 结构，结果显示在溶液中该蛋白保持了

其刚性和规则的结构，除了 #-端和 E-端外，其 #$%
结构与其晶体结构相似。

# HKH 基序

抗冻蛋白吸附到体液中的冰表面，抑制冰晶生

长并 降 低 冰 点（’89:; !" #$ 3，4554；S8T1B !" #$ 3，
455F），通过非共价吸附-抑制机制保护多种有机体

免受结冰引起的伤害（?U8BT1B !" #$ 3，4554）。冰和

蛋白质面对面的互补对于二者形成氢键从而紧密结

合起着关键作用（’8P0:T !" #$ 3，4554）。黄粉甲和云

杉卷叶蛾抗冻蛋白表面都具有重复的 HKH 基序，能

够与冰晶形成紧密的面对面的互补体（*:P8 !" #$ 3，
4554；$8JTI899 !" #$ 3，4554）。

#"’ ()( 基序的保守性

通过定点突变技术，用 V89 或 .JW 取代分子量

为 )4 O’ 的云杉卷叶蛾抗冻蛋白中 HKH 基序的第 )
位 HIJ，重组蛋白质显示出一定的活性；相对而言，

云杉卷叶蛾 HKH 基序中第 4 位 HIJ 则较保守，对高

活性的抗冻蛋白来说，第 4 位 HIJ 在蛋白质和冰的

相 互 作 用 中 非 常 重 要（’12R:@ !" #$ 3， 4555）。

$8JTI899 等（4554）用基因突变技术使黄粉甲抗冻蛋

白 HKH 基序中 HIJ 残基发生突变，虽然核磁共振波

谱分析显示多数突变体可以折叠完好，但多数突变

体导致抗冻蛋白活性大幅度下降。当 4>、F!、"5、>4
位的苏氨酸突变为酪氨酸，引起 N5X活性的丧失；

"5 位的苏氨酸突变为赖氨酸时，同样引起 N5X活性

的丧失，如果突变为亮氨酸，突变体则保持 4CX的

活性。以上研究表明 HKH 基序具有相当的保守性，

在维持抗冻蛋白的活性方面起着重要作用。

#"! ()( 基序与冰晶网格相互匹配

证明具有 HKH 基序的表面与冰核的表面相结

合的直接证据则来自于晶体结构分析。在云杉卷叶

蛾抗冻蛋白 FFG 和云杉卷叶蛾抗冻蛋白 C5) 的一个

表面上，HKH 基序中的 HIJ 残基序列形成了与冰的

结合位点（*:P8 !" #$ 3，4554；/:0B898 !" #$ 3，45548）。

冰冻蚀刻实验和冰晶形态学实验表明，一种 N
O’ 的云杉卷叶蛾抗冻蛋白在与冰晶结合面上，N 个

HKH 基序中的 HIJ 既与冰核的底面冰格匹配，又可

与冰核的侧面冰格匹配，所以抗冻蛋白与冰核的两

个表面结合，这个模型也可以解释云杉卷叶蛾抗冻
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蛋白很强的活性（!"#$%&$" !" #$ ’，()))）。

在接近结冰温度时，黄粉甲抗冻蛋白 *+* 基序

的 *&" 侧链可形成一种处于优势的构型，而由 *&" 侧

链形成的这种优势构型在抗冻蛋白,冰晶界面能够

与冰晶网格相互匹配（-#".#"$% !" #$ ’，())/）。

!"! #$# 基序与水分子

0123 等（()))4）对 567 89 的黄粉甲抗冻蛋白的

晶体结构研究表明，与冰晶发生作用前，与冰格产生

近乎完美匹配 *+* 基序中 *&" 的羟基，和外部的水

分子紧密结合，使涉及到的 / 列氧原子形成一个平

面结构。:#;. 等（())/）研究了黄粉甲抗冻蛋白,水、

黄粉甲抗冻蛋白,水,冰和黄粉甲抗冻蛋白,冰三种系

统的稳定性、相互之间的能量、轨道的重叠等特征，

并分析了它们的构象，证明在与冰晶结合之前，水分

子是黄粉甲抗冻蛋白完整结构的一部分，它们可以

帮助黄粉甲抗冻蛋白识别和结合冰晶；在两者结合

后，水分子被排除出抗冻蛋白,冰复合体之外，水分

子的离去有利于抗冻蛋白和冰形成较好的二维匹配

结构。

以上这些研究表明，在具有 *+* 基序的昆虫抗

冻蛋白中，包含 *+* 基序的面就是蛋白质与冰晶结

合的表面。在二者的结合中重复的 *+* 基序起着

重要作用，其中的 *&" 侧链以及水分子起着关键作

用。如果 *&" 残基发生突变，则影响了蛋白质和冰

的完美互补，进而影响蛋白质的活性。应该指出，

*+*基 序 并 不 是 所 有 昆 虫 抗 冻 蛋 白 的 必 需 结 构

（<%$==$; !" #$ ’，())7），这可能是由于不同种类的昆

虫对抗冻蛋白的要求不一样，有的昆虫是避免结冰

的昆虫，对热滞性要求高；而有的昆虫虽然也能够

产生抗冻蛋白，但它们可以忍受胞间结冰（93>#; !"
#$ ’，())7），所以不含 *+* 基序的抗冻蛋白就能够帮

助它们免受伤害。

% 昆虫抗冻蛋白分子生物学研究进展

%"& 基因的克隆

?@AB 数据库资料（截至 ())C 年 ( 月）表明，黄

粉甲 (/ 种抗冻蛋白的 9?D 序列或 E9?D 序列已经

被确定，其中包括本实验室克隆到的仅编码 F( 个氨

基酸的黄粉甲抗冻蛋白 E9?D 序列（!$;A#;8 登录

号：D:G(G/5G）及其他 H 种 E9?D 序列；云杉卷叶蛾

抗冻蛋白和赤翅甲抗冻蛋白也分别有 IF 种和 IG 种

9?D 序列或 E9?D 序列被确定。923E$% 等（())(）克

隆了编码 G 89 云杉卷叶蛾抗冻蛋白同系物的基因

#%&,’(I 和编码 I( 89 云杉卷叶蛾抗冻蛋白同系物

的基因 #%&, )(I，发现这两个基因都有一段 / J /6C 84
的内含子，<23%&$"; 印迹显示云杉卷叶蛾抗冻蛋白家

族大约有 IF 种基因。K1; 和 L#M8$"（())C）分析了 II
种黄粉甲基因的片段，未发现内含子的存在，但发现

具有相似的调控序列。上述基因的克隆和调控序列

的确定为在体外表达系统中表达重组昆虫抗冻蛋白

和进行转昆虫抗冻蛋白基因研究奠定了基础。

%"’ 体外表达

!#3%&1$" 等（IGG5）用大肠杆菌表达系统表达云

杉卷叶蛾抗冻蛋白 //F，N$O# 等（())(）在大肠杆菌表

达系统中表达云杉卷叶蛾抗冻蛋白 H)I，重组蛋白

都得到了表达，但都是无活性的包含体，经过处理，

蛋白质重新折叠后，经高效液相层析，在洗脱中前者

出现两个峰，分别为错误折叠和正确折叠的蛋白，而

后者只出现一个峰即折叠完好的蛋白质洗脱峰，这

说明经过后期处理后，重组的云杉卷叶蛾抗冻蛋白

H)I 能够全部形成正确折叠的有活性的蛋白，而云

杉卷叶蛾抗冻蛋白 //F 重组蛋白则只有一部分能够

形成有活性的蛋白。

0123 等（()))#）在大肠杆菌中表达一种 56H 89、

包含 5 个二硫键的黄粉甲抗冻蛋白，重组蛋白大部

分聚集在上清液中，但也呈现无活性的非折叠状态。

在 ((P或 7P时，分别经过数天或数周才能完成正

确折叠。样品经过反相 QR0@ 除去折叠错误的蛋白

后，核磁共振和二级结构分析结果与!,螺旋模型一

致，重组蛋白没有自由—<Q 基。在浓度为 I >.S>0
时，热滞活性为 (6HP，而一般的鱼类抗冻蛋白在 I)
J () >.S>0 时，热滞活性大约为 IP。这说明重组

蛋白的活性还是相当高的。

-#"T&#MM 等（())7#）在 57 个氨基酸的黄粉甲抗

冻蛋白基因序列的基础上减去或者加上螺旋环，分

别构建了包含 C J II 个螺旋环的重组基因，表达产

物通过冰亲和层析剔除了错误折叠的蛋白质。结果

表明，G,螺旋环的蛋白活性最强，在 )6F >.S>0 时，

热滞活性达到 C6HP，但当螺旋环增加到 I) J II 时，

活性开始下降。

国内刘忠渊等（())H）在大肠杆菌中以融合蛋白

形式表达赤翅甲抗冻蛋白获得成功，抗冻融合蛋白

能在一定程度上提高细菌的耐寒能力。以上实验说

明大肠杆菌表达系统表达的昆虫抗冻蛋白，经过后

期处理能够形成有活性的抗冻蛋白。

-#"T&#MM 等（())7#）以及 013 等（())H）的研究结

果表明：在一定范围内，随着串联重复的螺旋环数
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量的增加，抗冻蛋白的!!螺旋与冰晶之间的匹配程

度逐渐上升，螺旋环数量达到一定数量时，相互作用

能量达到上限。

!"# 转基因研究

通过农杆菌 !"#$%&’()#*+, 介导，"#$%& 等（’((’）

把编码赤翅甲抗冻蛋白的基因转入一种唐松草属植

物 !#&%*-$./*/ (0&1*&2&，在转基因植物体内，包含和不

包含信号肽的抗冻蛋白都有表达，提取的蛋白质和

叶片质外体的体液都表现出热滞性。与野生型相

比，虽然转基因植物没有显示出明显的适应冰冻的

生存能力，但环境变冷时，转基因植物胞外体液的冰

点明显低于野生型。

")*+,-.& 等（’((/）模仿烟草高效表达的一个核

基因来选择密码子，把编码烟草致病相关蛋白 / ,
先导序列的基因和编码成熟云杉卷叶蛾抗冻蛋白的

主要序列融合，通过花椰菜花叶病毒介导，把合成基

因导入烟草基因组。在强启动子作用下，转基因成

功的烟草表现出增强的抗冻能力。

$ 结语

目前，国内对昆虫抗冻蛋白的研究刚刚起步，涉

及范 围 包 括 昆 虫 抗 冻 活 性 研 究（01-% $%2 3$%&，
’((’），对昆虫抗冻蛋白活性的理论分析（4$%& )(
&1 5，’((6）；获得表达的昆虫抗冻蛋白有赤翅甲抗

冻蛋 白（刘 忠 渊 等，’((7）、新 疆 准 噶 尔 小 胸 鳖 甲

3*’#$-)#& .+2’(*.)2*/ -4+2&#*’& 抗 冻 蛋 白（赵 干 等，

’((7）和黄粉甲抗冻蛋白（本实验室，待发表）。由于

昆虫抗冻蛋白具有很强的活性和特殊的结构，因而

具有理论研究和应用研究的双重价值。相信在不远

的将来，国内昆虫抗冻蛋白的研究会有一个较大的

发展。
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