
中国科学: 生命科学                                     2025 年 第 55 卷 第 10 期: 2198 ~ 2202 

SCIENTIA SINICA Vitae                                                                lifecn.scichina.com 

观 点 中国知名大学及研究院所专栏　天津大学合成生物学20周年专辑 

抗冻蛋白理性设计进展及挑战 
张相宇, 张雷* 

合成生物技术全国重点实验室, 天津大学合成生物与生物制造学院生物工程系, 天津 300350 
* 联系人, E-mail: lei_zhang@tju.edu.cn 

收稿日期: 2025-07-02; 接受日期: 2025-09-01; 网络版发表日期: 2025-09-26 
国家自然科学基金(批准号: 22525804, 22508295, 22478296, U23B20121)资助    

极地、高原等环境常年处于零下温度, 是大多数 

生物的“生命禁区”. 然而, 依然有一些生命活跃在这 

些极端环境中. 这是由于为了抵御严寒, 它们在漫长 

的自然进化过程中演化出了抗冻蛋白(AFPs)这类高效 

抑冰分子, 赋予它们在低温环境中生存的能力. 1957 
年, Scholander等人 [1]首次在北极鱼类体液中检测到具 

有降低冰点活性的分子. 1969年, DeVries和Wohls
chlag [2]首次成功从南极鱼类血清中分离纯化出抗冻蛋 

白分子, 并进行了深入研究. 他们的工作揭示: 这类蛋 

白能特异性地将鱼类体液冰点降至环境海水冰点以 

下, 使其在过冷海水中保持液态, 保障其生存, 且不影 

响血浆渗透压. 更关键的是, 他们观察到在低于冰点 

时, AFP能显著减缓冰晶的生长速度. 
之后, 多种AFP在极地鱼类中被陆续发现和报道. 

根据序列和结构特征, 鱼类AFP被系统分为五类 [3]: 
AFGP, AFP I, AFP II, AFP III和AFP IV. 随着研究深 

入, 已发现的AFP来源广泛, 不仅限于鱼类, 还包括昆 

虫 [4]、植物 [5]、真菌 [6]、细菌 [7]等生物. 由于耐寒生物 

种类及其环境差异巨大, 抗冻蛋白在种类、结构和序 

列上呈现出高度多样性 [8](图1). 
凭借其独特的抑制冰晶生长与修饰冰晶形态的能 

力, 抗冻蛋白在诸多领域具有应用前景. 例如, 在细胞 

低温冷冻保存领域, 抗冻蛋白可降低冰晶生长速率, 修 

饰冰晶形貌减少冰晶尖锐度, 同时可以吸附在细胞膜 

表面, 保护细胞膜的完整性与流动性. 目前, 已有相关 

研究将AFP II, AFP Ⅲ, LeAFP, FfAFP等用于精子及卵 

细胞的低温冷冻保存. 结果表明, 微量抗冻蛋白的加入 

可提高细胞的保存效率, 最高可达 97.1% [9~11]; 在食品 

工业领域, 抗冻蛋白可以有效地减少低温保藏食品过 

程中冰晶的形成以及冰晶重结晶行为的发生. 2006年, 
中国卫生部已将冰结构蛋白(即抗冻蛋白)列为可用于 

冷冻食品的新型食品添加剂. 
但是, 随着对抗冻蛋白基础研究和应用探索的不 

断深入, 天然抗冻蛋白的一些局限性逐渐显现. 首先, 
天然抗冻蛋白主要存在于某些特定的高寒或高海拔生 

物体内, 不但获取困难且含量极低, 从这些生物体中提 

取并纯化抗冻蛋白的成本极高. 并且, 通过微生物发酵 

天然抗冻蛋白也存在产量低、难纯化的问题. 目前, 
Kim等人 [12]利用大肠杆菌作为生物反应器, 通过大规 

模发酵(20 L)获得南极细菌抗冻蛋白, 产量达到了 

1.6 g/L, 是目前文献报道的最高水平; 其次, 天然抗冻 

蛋白存在潜在的毒性和免疫原性风险, 限制了其在生 

物样本冻存、食品保存等领域的应用 [13]. 因此, 理性 

设计高效、高生物安全性的抗冻蛋白, 并实现其大规 

模生产, 是实现抗冻蛋白大规模应用的基础. 
然而, 由于对天然抗冻蛋白探索局限性和冰晶生 

长认知局限性, 对于天然抗冻蛋白的探究仍处于起步 

阶段, 从而导致抗冻蛋白的构效关系不清晰 [13,14], 抗 
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冻机理不明确, 尚无法实现从底层分子角度启发设计 

新型抗冻蛋白. 我们认为, 对于天然抗冻蛋白的研究 

难点包括: 一、由于天然抗冻蛋白种类丰富, 结构多 

样(包括α-螺旋、β-螺线管等二级结构, 也有高度折叠 

等特点). 其复杂的结构组成严重限制了抗冻蛋白分子 

层面机理的统一性研究. 二、抗冻蛋白不同于酶类蛋 

白分子通过单一且固定的识别位点进行催化反应, 抗 

冻蛋白抑制冰晶生长的过程类似于材料间识别并吸附 

的复杂过程, 由序列、结构等多级因素决定. 因此, 对 

于抗冻蛋白的理性设计目前仍处于起步阶段. 

1 抗冻蛋白理性设计进展 

蛋白质设计的核心在于从复杂的氨基酸序列空间 

中精准预测并优化其三维结构和功能. 得益于大型语 

言模型(LLM)的兴起和超级计算机算力的指数级增长, 
研究人员正积极开发创新性的计算框架, 旨在实现蛋 

白质的高效理性设计. 例如, Google DeepMind的Al
phaFold及其后续版本 [15]、Meta的ESMFold [16]以及Da

vid Baker团队的Rosseta [17]等蛋白质结构预测工具, 已 

经能够以惊人的精度预测蛋白质的三维结构, 甚至从 

头设计全新的蛋白质骨架结构 [18,19]. 在此基础上, 诸 

如Rfdiffusion和ProteinMPNN等反向折叠算法 [20], 则 

能够根据预设的骨架结构设计出相应的氨基酸序列, 
并通过RoseTTAFoldhun和AlphaFold等工具对新设计 

的蛋白质折叠进行验证. 这些AI工具的集成应用极大 

地缩短了设计周期, 并显著提升了设计的效率和成功 

率, 使得研究人员能够更加便捷地设计出针对特定目 

标的结合物, 甚至设计出具有特定发光功能或催化活 

性的传感器蛋白. 
基于此, 计算设计与AI辅助已成为推动抗冻蛋白 

理性设计的核心驱动力. 例如, 通过分析和学习大量 

天然AFPs的结构和序列特征, AI模型能够识别出关键 

的冰结合位点和结构基序, 从而指导更高性能的AFPs 
设计 [21,22], 甚至构建出超越天然AFPs性能的超抗冻蛋 

白. 但受限于已知抗冻蛋白的数量不足以支撑大数据 

学习, 目前尚未构建出针对抗冻蛋白的准确AI模型. 
在此背景下, de Haas等人 [23]另辟蹊径, 忽略抗冻蛋白 

结合位点等问题, 选择了具有特殊扭曲约束螺旋结构 

的type Ⅰ抗冻蛋白, 通过对其结构特异性剖析, 从头 

设计得到相同结构的抗冻蛋白, 并验证得到, 扭曲螺旋 

结构是此类抗冻蛋白具有独特抗冻能力的关键. 但是 

此篇文章仅对抗冻蛋白的冰结合位点与结构的匹配度 

进行研究, 依旧局限于天然抗冻蛋白骨架结构. 目前, 
不依赖于天然抗冻蛋白结构与序列, 从头设计抗冻蛋 

白的工作, 依旧是空缺状态. 
相较于完整的抗冻蛋白, 抗冻多肽(AFPTs)作为 

其短链衍生物, 通常由较少的氨基酸组成, 但仍能保 

留其抗冻特性 [13,14,24], 是实现抗冻蛋白理性设计的基 

础单元. 目前, 基于抗冻多肽独特的与冰晶吸附的能 

力, Gibson团队 [14]利用噬菌体展示技术, 从天然多肽 

库中筛选抗冻多肽. 首先, 选择9~14个氨基酸的多肽, 
在每条多肽中插入四个半胱氨酸, 四个半胱氨酸可随 

机两两配对, 形成单环肽或者双环肽. 随机突变多肽 

序列中其他氨基酸, 构建得到含有约2×10 10条多肽的 

多肽库. 通过噬菌体展示的方法, 将多肽序列展示出 

来, 通过冰分离的方法, 将具有抗冻能力的多肽从多 

肽库中筛选出来. 最终, 获得一条具有优异抑制冰晶 

重结晶能力的多肽, 在磷酸盐缓冲液(PBS)环境中将 

冰晶降低至20%以下. 但是, 此工作依然是依赖于非 

图 1 不同来源的抗冻蛋白结构 
Figure 1 Structures of different antifreeze proteins  
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理性筛选策略.  
2025年, 本团队 [25]提出“位点-距离”(site to dis

tance)设计原则, 首次实现了AFPTs的理性设计. 该设 

计原则指出, 高效AFPTs的人工设计包括两个关键步 

骤: 首先是获得最强的冰结合氨基酸残基(site). 本团 

队通过计算20种天然氨基酸与冰晶的结合能, 发现了 

多个非天然冰结合残基, 包括谷氨酸(E)、天冬氨酸 

(D)、精氨酸(R)、赖氨酸(K)等. 尤其是谷氨酸(E)与冰 

晶的结合能力是天然抗冻蛋白中最佳的位点苏氨 

酸 [26](T)的4倍(图2). 其次是冰结合位点之间距离(dis
tance)的调控. 在明确最强位点E后, 通过调控两个E在 

肽链中的位置及多肽序列, 使它们的距离与冰晶晶格 

中不同的氧原子精准匹配, 从而设计出一系列新型 

AFPTs. 并且, 通过实验测试发现, 人工设计的AFPTs 
抑冰性能显著优于来源于天然的和已报道的100多条 

AFPTs. 此研究是首次理性设计出非天然AFPTs, 为理 

性设计新型抗冻蛋白提供了新思路. 

2 抗冻蛋白理性设计的挑战 

抗冻蛋白的功能依赖于其复杂的三维结构和动 

态行为. 尽管AI在蛋白质结构预测方面已表现出卓越 

的能力, 但准确预测蛋白在低温下(0℃以下)的精准结 

构依然是未解决的问题. 温度会影响水分子与蛋白分 

子、蛋白分子内的相互作用, 例如氢键、疏水相互作 

用, 从而导致蛋白构象的转变. 针对此问题, 本团 

队 [25]通过动力学模拟, 将温度参数引入蛋白结构预测 

过程, 通过温度修正, 实现了在零下低温环境下抗冻 

蛋白与抗冻多肽的结构预测. 但是此低温预测平台目 

前尚未实现自动化, 无法用于抗冻蛋白的AI迭代设计 

模型. 
进一步的, 准确预测蛋白质的相互作用, 尤其是与 

复杂冰晶界面的特异性结合, 也是巨大的挑战. 由于抗 

冻蛋白与冰晶的相互作用机制极为复杂, 涉及分子水 

平的识别、氢键网络、水合层结构以及冰晶生长动力 

学等多个层面 [27,28]. 目前, 对于不同类型AFPs如何诱 

导多样化的冰晶形态(如双锥体等), 以及这些分子相 

互作用如何影响冰晶的机械应力和内部结构等, 仍需 

进一步深入阐明. 缺乏对这些微观机制的全面理解, 
将限制理性设计的精准性和创新性, 使得设计过程仍 

带有一定的试错性质. 例如, 如何精确设计AFPs以特 

异性地结合冰晶的某个晶面, 并有效抑制该晶面的生 

长, 从而实现对冰晶形态的精确控制, 仍是一个悬而 

未决的问题.  
虽然AI可以在蛋白机制不明的背景下, 通过大数 

据学习训练出底层网络, 从大规模蛋白数据库中筛选 

抗冻蛋白. 但是由于缺乏足够的高质量、多样化的蛋 

白质-冰晶相互作用的训练数据, AI在设计与冰晶结合 

的抗冻蛋白方面的可靠性和普适性仍有待提高. 如何 

通过更先进的计算方法, 更精准地预测和优化抗冻蛋 

白的冰结合能力(ice binding ability, IBA)、热滞活性 

(thermal hysteresis, TH)和重结晶抑制活性(ice recrys
tallization inhibition, IRI)等关键功能参数, 是亟需解决 

的问题. 这需要更精细的分子动力学模拟、更准确的 

量子化学计算以及更大量的高通量实验数据来共同驱 

动AI模型的迭代优化.  
再者, 生物相容性与毒性评估是不可忽视的挑战. 

尤其是在生物医学领域, 理性设计的抗冻蛋白需要具 

图 2 不同氨基酸残基与冰晶结合能力排序 
Figure 2 Ice binding energy between amino acids and ice crystals  
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备优异的生物相容性, 确保在体内或体外应用中不会 

产生细胞毒性、免疫原性或其他不良反应. 虽然一些 

天然AFPs被认为是安全的, 但其高浓度使用或长期暴 

露的潜在影响仍需详尽的毒理学和免疫学评估. 这要 

求设计者在追求功能优化的同时, 必须兼顾生物安全 

性, 这往往需要在活性和安全性之间进行精妙的平衡. 
最后, 临床转化与实际应用中的挑战依然巨大. 尽 

管抗冻蛋白在低温保存方面展现出巨大潜力, 但将其 

成功应用于组织器官的临床低温保存仍面临着从实验 

室到临床的巨大鸿沟. 对于大尺度、复杂结构的生物 

样本(如肝脏、肾脏等), 如何确保AFPs能够均匀、高 

效地渗透到所有细胞中, 并有效防止在冰成核、冰生 

长和冰重结晶过程中受到的损伤 [29], 是亟待解决的关 

键问题. AFPs在复杂组织中渗透性差、分布不均, 以 

及可能与细胞成分产生非特异性结合等问题, 都严重 

制约了其在器官低温保存中的应用. 同时, AFPs在复 

杂生理条件下的稳定性、活性保持, 以及其在降温复 

温过程中的行为, 也都需要深入研究. 

3 总结 

综上所述, 未来抗冻蛋白的理性设计将更加依赖 

于多学科交叉融合, 包括先进的AI算法、高通量筛选 

技术、结构生物学解析以及合成生物学策略. 通过对 

天然抗冻蛋白机制的深入理解和借鉴, 结合创新性的 

计算设计和实验验证, 有望逐步克服现有挑战, 开发 

出高效、安全、可控的新型抗冻蛋白, 从而在生物医 

学(如细胞治疗、器官移植)、食品工业(如冷冻食品) 
以及工程领域(如防冰涂层)等广泛的应用场景中实现 

突破, 为人类应对低温挑战提供更具前瞻性和可持续 

性的解决方案. 这将是一个漫长而充满希望的科学探 

索之旅, 需要全球科研工作者的共同努力.   
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