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摘要:目的:探讨鲢鱼小清蛋白源抗冻肽的作用机制和构

效关系.方法:采用差示扫描量热和分子动力学模拟方法

对比分析了两条鲢鱼小清蛋白源抗冻肽的活性、结构及其

作用模式.结果:PvＧAFP１(KAADSFNHKAFFAKVG)
呈稳定的αＧ螺旋结构,而 PvＧAFP２(KAADSFNHKAF)
倾向于呈无规卷曲;PvＧAFP１的热滞值为０．８７ ℃,总平

均亲水性为－０．２１,热滞活性和两亲性均优于 PvＧAFP２
(０．７４℃,－０．７１);分子动力学模拟显示 PvＧAFP１能结

合５３个水分子,可形成１６个氢键吸附至冰晶表面,结合

能为－１５１４kJ/mol,均大于PvＧAFP２(能结合５０个水分

子,通 过 形 成 １１ 个 氢 键 吸 附 至 冰 面,结 合 能 为

－８０５kJ/mol);尽管两条肽序列相似,但其与水分子和冰

晶相互作用的主要位点和模式也有一定差异.此外,两

条肽均能与冰水界面相互作用,改变了冰面的曲率从而

抑制了水的结冰,但PvＧAFP１抑制冰面生长的效果优于

PvＧAFP２,与热滞活性结果一致.结论:鲢鱼小清蛋白源

抗冻肽的活性可能与构象、两亲性及其与水分子和冰晶

相互作用的亲和力、位点和模式有关.
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Abstract:Objective:Explorethecryoprotectivemechanismand

structureＧactivityrelationshipofantifreezepeptidesderivedfrom

silvercarpparvalbumin．Methods:Usingdifferentialscanning
calorimetry and molecular dynamics simulation to compare

activity,structureand modeofactionoftwotypicalpeptides．

Results:PvＧAFP１(KAADSFNH KAFFAKVG)hadastableαＧ

helixstructure,whilePvＧAFP２(KAADSFNHKAF)tendedto

exhibitrandomcoil．ThethermalhysteresisactivityofPvＧAFP１

was０．８７ ℃,which washigherthan PvＧAFP２ (０．７４ ℃)．

MoleculardynamicssimulationsshowedthatPvＧAFP１could

interactwith５３watermolecules,andcouldform１６hydrogen

bondstoadsorbontothesurfaceoficecrystals,withabinding
energyof－１５１４kJ/mol,allweregreaterthanPvＧAFP２(can

bind５０ watermolecules,adsorbonicesurfacebyforming１１

hydrogenbonds,with a bindingenergy of －８０５ kJ/mol)．

Despitethesimilarityofthetwopeptidesequences,theirmajor

sitesand modesofinteractions with water moleculesandice

crystalsweresomewhatdifferent．Inaddition,bothpeptidescould

interactwithice/waterinterfaceandalteredthecurvatureoftheice

surface,therebyinhibitingwaterfreezing．ButPvＧAFP１showeda

betterinhibitoryeffectonicesurfacegrowththanPvＧAFP２,which

wasconsistentwiththeirthermalhysteresisactivity．Conclusion:The

activitiesofantifreezepeptidesderivedfromsilvercarpparvalbumin

mightberelatedtotheirstructuralcharactersandtheiraffinities,sites

andmodesofinteractionwithwatermoleculesandicecrystals．

Keywords:silvercarp;parvalbumin;antifreezepeptide;thermal

hysteresis;moleculardynamic

７

FOOD & MACHINERY 第４０卷第４期 总第２７０期|２０２４年４月|



冷冻保藏是目前长期存贮食物最常用的手段,但冷

冻环节通常会因为冰晶形成和重结晶等原因不可逆损害

食物品 质,目 前 添 加 抗 冻 剂 是 最 有 效 的 缓 解 方 法 之

一[１－２].抗冻肽能通过吸附在冰晶表面抑制冰晶生长和

重结晶,从而发挥抗冻保护作用[３].与传统抗冻剂相比,
抗冻肽营养、安全、理化性质稳定,易渗透入细胞和组织

发挥作用,同时可以利用食源性蛋白质特异性水解制备,
原料来源充足、生产工艺可控,便于工业化生产和规模化

应用[４],市场需求和应用前景广阔.
近年来,研究者利用食用明胶、丝胶蛋白、鱼皮、虾副

产物等为原料,制备和筛选出许多优良的抗冻肽,并在冷

冻食品的低温保护方面显示出巨大的应用潜力[５－８].尽

管抗冻肽通常具有某些特定的氨基酸序列或结构特征,
但其抗冻机理至今还存在争议.目前主流的观点认为,
抗冻肽具有热滞活性,能以非依数性形式降低体系冰点,
从而影响冰晶形成过程[３];而当冰晶形成时,抗冻肽分子

被部分冻结,并通过氢键作用吸附到冰晶的特定表面,从
而抑制冰晶生长和重结晶,降低食品冷冻损伤[９].然而,
抗冻肽的抗冻性质很大程度上依赖于其来源和制备方

法[３,８],而现有的试验方法难以直接描述不同特征的抗冻

肽与水分子或冰晶相互作用的细节,尚需借助计算机模

拟技术进一步阐释[１０].
最近,课题组[１１]从鲢鱼酶解产物中筛选了１０条抗冻

肽,其序列均定位于鲢鱼小清蛋白非功能的 AB结合域,
共享了一段十肽序列,但其热滞活性差异较大;目前尚不

清楚其肽链长度与热滞活性变化的关系,以及其抗冻作

用的分子机制是否一致.研究拟选择其中两条代表性抗

冻肽,对比分析其热滞活性,并使用分子动力学模拟方法

研究抗冻肽与水分子、冰晶表面及冰水界面相互作用的

细节,以期为进一步理解鲢鱼小清蛋白源抗冻肽的作用

机理和构效关系提供参考.

１　材料与方法

１．１　材料

抗冻肽 PvＧAFP１(KAADSFNHKAFFAKVG)、PvＧ
AFP２(KAADSFNHKAF):纯度＞９０％,课题组前期筛

选自鲢鱼酶解产物,来源于鲢鱼小清蛋白,委托南京源肽

有限公司合成.

１．２　仪器与设备

差示扫描量热仪:DSCQ２０００型,美国 TA公司.

１．３　试验方法

１．３．１　热滞活性测定　参照Cui等[１１]的方法以差示扫描

量热仪 (DSC)测定.以空坩埚为对照,取约５μL质量浓

度为１０mg/mL样品迅速放入 DSC样品盘中,密封,以

４℃/min下降至－２５℃并保持３min,再以４℃/min升

至样品处于固—液状态时的温度并保持５min,此温度记

为Th,然后再以４ ℃/min降至－２５ ℃并记录开始结晶

时的温度为T０.按式(１)计算热滞值.

ATH＝Th－T０, (１)
式中:

ATH———热滞活性,℃;

Th———保留温度,℃;

T０———开始结晶温度,℃.

１．３．２　抗冻肽的理化参数和结构分析　对抗冻肽基本性

质的分析采用 ExPASyProtParam (http://web．expasy．
org/protparam),采 用 IＧTASSER(https://zhanggroup．
org//IＧTASSER)工 具 进 行 多 肽 同 源 建 模 以 建 立 三 维

结构.

１．３．３　肽与水分子相互作用的分子动力学模拟　采用

Gromacs２０２０．６软件包[１２]进行模拟.先建立与多肽分子

边缘距离至少１nm 的立方体盒子,并用水分子填充.然

后进行５０００步的能量最小化,经过１００ps的 NVT 和

NPT预平衡将温度和压力分别控制在２２０K 和１００kPa,
最后进行５０ns的成品模拟.结果采用 Pymol和 VMD
软件分析.

１．３．４　肽与冰晶表面相互作用的分子动力学模拟　参照

Wu等[１３]的方法,使用 MaterialStudio２０２０软件,冰的晶

胞采用Ih结构,晶胞常数为a＝０．４５nm,b＝０．７８nm,

c＝０．７３nm,α＝β＝γ＝９０°.将冰晶重复排列形成冰板,
冰板由３９３６个冰分子组成,尺寸为９．００nm×１．５６nm×
８．７９nm.固定冰中氧原子的位置后,将多肽放在冰平面

上,智能算法进行构象优化,范德华力的截止半径设为

１．２５nm.优化后的肽/冰体系在１６５K 下进行１００ps的

NVT模拟,分析形成的氢键和结合能.

１．３．５　多肽抑制冰晶生长的分子动力学模拟　同１．３．２
构建含有肽的水盒子,并能量最小化,然后使用 Packmol
与冰层接合,参照 Kuiper等[１４]的方法构建冰水界面模

型,冰层由 GenIce生成,大小为 ４．６９nm×４．４１nm×
０．９０nm,含有５７６个冰分子;根据刘晓霞[１５]的结论调整

为冰晶的棱面朝上.冰、水、肽混合体系再次经能量最小

化并 NVT、NPT预平衡后,在２２０K,１００kPa条件下进

行３００ns的成品模拟.

１．３．６　数据处理　热流数据经 TA UniversalAnalysis软

件导出后,采用 Origin２０１８制图;蛋白的结构和动力学

模拟结果 的 可 视 化 由 Pymol２．５．２ 和 VMD 软 件 处 理

生成.

２　结果与分析

２．１　热滞活性分析

热滞是指抗冻蛋白(肽)降低冰晶生长点的同时不影

响冰晶熔点的现象,热滞活性可作为抗冻活性强弱的定

量指标[１６].图１为抗冻肽 PvＧAFP１、PvＧAFP２和牛血

清蛋白(BSA)的 DSC温度热流图和 THA.PvＧAFP１、

PvＧAFP２的放热峰均较BSA出现了明显延迟,经计算其

８
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图１　两条抗冻肽的 DSC曲线和热滞活性

Figure１　DSCheatflowcurvesandthermalhysteresis
activitiesofthetwoantifreezepeptides

THA分别为０．８７,０．７４℃.Maddalena等[１７]指出低浓度

抗冻肽的 THA大于０．６℃则属于高抗冻活性,因此 PvＧ
AFP１ 和 PvＧAFP２ 均 可 被 归 类 为 高 活 性 抗 冻 肽.

Majura等[１８]研究表明,抗冻肽的热滞活性与相对分子质

量和疏水性氨基酸含量之间存在一定联系.PvＧAFP１
的抗冻活性优于PvＧAFP２,可能与其相对分子质量、亲疏

水氨基酸比例及空间构象等有关[１７].

２．２　基本参数和结构比较

从表１可以看出,抗冻肽 PvＧAFP１、PvＧAFP２分别

由１６,１１个氨基酸组成,其理论相对分子质量、等电点分

别为１７３８、pH９．７和１２３５、pH８．６;PvＧAFP１完全包含

PvＧAFP２的肽序,其中 PvＧAFP１ 含有 ８ 个疏水性氨

基酸 ,总 平 均 亲 水 性 (grandaverageofhydropathicity,

表１　两条抗冻肽的基本参数比较

Table１　Comparisonoftheprimarypreferencesofthetwoantifreezepeptides

多肽 长度 相对分子质量 等电点 疏水氨基酸数 碱性氨基酸数 酸性氨基酸数 总平均亲水性

PvＧAFP１ １６ １７３８ ９．７ ８ ３ １ －０．２１

PvＧAFP２ １１ １２３５ ８．６ ５ ２ １ －０．７１

GRAVY)为－０．２１,而 PvＧAFP２含有５个疏水性氨基

酸,GRAVY为－０．７１;GRAVY 负值越大表示亲水性越

好,正值越大表示疏水性越强,说明两条抗冻肽的亲疏水

性比较平衡,PvＧAFP１的两亲性相对更佳.Hudait等[１９]

研究表明,两亲性结构可以促进抗冻肽与水分子结合从

而在其抗冻活性发挥中具有重要作用.此外,PvＧAFP１
含有总共４个带电氨基酸(酸性和碱性氨基酸),较 PvＧ
AFP２多１个赖氨酸,前期研究[１１]表明带电氨基酸具有

优先与自由水相互结合的能力,能通过热滞活性影响抗

冻作用.

　　预测的两条抗冻肽的三维结构见图２.由图２可见

PvＧAFP１倾向于形成高度有序的αＧ螺旋结构,而尽管PvＧ
AFP２仅比PvＧAFP１少５个氨基酸,但其形成的αＧ螺旋很

短,更倾向于折叠成无规卷曲状;二级结构分析表明 PvＧ
AFP１和PvＧAFP２中αＧ螺旋结构分别约占６８％和３６％,

其余为无规卷曲.Sicheri等[２０]报道了两亲性、αＧ螺旋结构

是鱼类I型抗冻蛋白的重要特征,因此,PvＧAFP１的 THA
优于PvＧAFP２可能与其更容易形成两亲性αＧ螺旋结构

有关.

２．３　与水分子的相互作用

抗冻肽的抗冻活性与其结合水分子的能力相关[１９].
为探究两条抗冻肽的作用机制,通过分子动力学模拟了

其与水分子相互作用的过程.结果(图３)表明,PvＧAFP１
可与周围５３个水分子结合,共形成了５５个氢键,其中形

成氢键较多的位点主要为赖氨酸(K１,１０个;K９,６个;

K１４,５个)、天冬氨酸(D４,６个)、天冬酰胺(N７,４个)和甘

氨酸(G１６,７个);而 PvＧAFP２可与周围４４个水分子结

合,共形成了５０个氢键,形成氢键较多的位点主要为赖

氨酸(K１,１０个;K９,５个)、天冬氨酸(D４,８个)、天冬酰胺

(N７,１０个)和苯丙氨酸(F１１,７个).总体而言,两条肽均

图２　两条抗冻肽的空间结构

Figure２　Thepredictedstructuresoftwoantifreezepeptides

９
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图３　两条抗冻肽与水分子相互作用的分子动力学模拟结果

Figure３　Moleculardynamicssimulationsofthetwoantifreezepeptidesinteractingwithwatermolecules

可结合较多的水分子,表明其对水分子有较高的亲和力,
从而能通过吸附水分子减少冻结过程中冰晶的形成,这
也可能是其具有较高热滞活性的原因.由于序列上 PvＧ
AFP２是PvＧAFP１的一部分,两者相同氨基酸位点与水

分子的相互作用模式大致相同,但PvＧAFP２的 N７和D４
位置形成的氢键数量比 PvＧAFP１多,可能与 PvＧAFP２
在此处失去螺旋结构有关.

　　此外,在模拟与水分子相互作用过程中,PvＧAFP１能

较好维持初始构象[图２(a)],而 PvＧAFP２的短螺旋结构

[图２(b)]展开并慢慢散失,然后在水分子的作用下收缩,
氨基酸侧链向分子内部聚拢,呈一定的球形.说明 PvＧ
AFP１在水环境中的构象更加稳定,均方根偏差(root
meansquaredeviations,RMSD)(图４)和回旋半径(radiusof

gyration,Rg)(图４)的变化[２１]也证实了这一点.RMSD为

多肽分子骨架位置与初始位置的偏差,是判断多肽在模拟

过程中构象稳定性的指标;模拟过程中两条抗冻肽的

RMSD值均增大,但PvＧAFP２的 RMSD变化幅度明显更

大.Rg为多肽上原子质量与重心的关系,能表征分子结构

的膨胀和收缩程度;在模拟过程中PvＧAFP１的 Rg变化率

仅为０．７１％(由初始的０．８０１nm 增大到０．８０６nm),而PvＧ
AFP２的Rg变化率为５．４７％(由初始的０．６９５nm 减小到

０．６５７nm).典型抗冻蛋白的结构通常为富含丙氨酸的αＧ
螺旋结构或β片层折叠成的βＧ螺旋结构[２２],周艳霞等[２３]

研究也表明螺旋长度的增加能显著增强抗冻活性.因此,

PvＧAFP１相比PvＧAFP２能与更多的水分子结合,同时在

水环境下能保持稳定的αＧ螺旋构象,可能是其热滞活性优

于PvＧAFP２的重要原因.

２．４　与冰晶表面的相互作用

抗冻肽能通过“吸附—抑制”机制[１３]影响冰晶生长及

重结晶,从而发挥低温保护作用.为更好地理解两条鲢

鱼小清蛋白源抗冻肽作用机制,通过分子动力学模拟进

一步探究了真空条件下肽与冰晶的相互作用,经过１００ps
的 NVT模拟后抗冻肽在冰晶表面的构象如图５所示.
模拟过程中,两条抗冻肽的构象均会慢慢在冰面展开,并
通过氢键吸附于冰晶表面.其中 PvＧAFP１通过组氨酸

(H８,９个氢键)、赖氨酸(K１,１个氢键;K９,１个氢键)、丙
氨酸(A１０,１个氢键;A１３,１个氢键)、苯丙氨酸(F１２,２个

氢键)和天冬氨酸(D４,１个氢键)残基参与形成１６个氢键

图４　两条抗冻肽与水分子相互作用过程中均方根偏差和回旋半径变化

Figure４　Changesintherootmeansquaredeviationsandradiusofgyrationofthetwoantifreeze

peptidesduringtheirinteractionswithwatermolecules
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图５　两条抗冻肽结合至冰晶表面的分子动力学

模拟结果

Figure５　 Moleculardynamicssimulationsofthetwo
antifreezepeptidesbindingtoicesurface

与冰晶表面结合,与 Cui等[１１]的结果有所差异,可能是因

为使用了不同冰晶模型和模拟方法;而 PvＧAFP２则通过

赖氨酸(K１,３个氢键;K９,２个氢键)、天冬酰胺(N７,２个氢

键)、丙氨酸(A１０,２个氢键)、苯丙氨酸(F１１,１个氢键)和
丝氨酸(S５,１个氢键)残基参与形成１１个氢键与冰晶表面

结合,与PvＧAFP１结合到冰晶的模式有一定差异.

　　通过计算总能量,PvＧAFP１、PvＧAFP２与冰表面的

结合能分别为－１５１４,－８０５kJ/mol,表明两条抗冻肽与

冰晶表面的相互作用为放热反应,能直接结合到冰表面,
从而破坏冰核中水分子的有序结构[２４],进而抑制冰晶的

形成和生长.此外,PvＧAFP１结合能的绝对值更大,意
味着PvＧAFP１能更紧密地与冰面结合,与 PvＧAFP１有

着更高的热滞活性一致.

２．５　抗冻肽在冰/水环境中作用的分子动力学模拟

为了探究抗冻肽对水结冰过程的影响机制,进一步

模拟了两条抗冻肽与冰/水界面体系相互作用过程.模

拟过程中,体系总氢键数量越多表明体系中形成的冰晶

越多、冻结速率越快.从图６可见,在前１５０ns,氢键数量

持续增加,表明游离水分子逐渐通过氢键结合到冰面;此
后,不含抗冻肽的体系氢键数量达到平衡,意味着水分子

全部结冰.然而,含抗冻肽的体系中总氢键数量在１００ns
处增长放缓,氢键数量达到平衡的时间更长且氢键总数

更少,表明抗冻肽能延缓水结冰速度[２５],抑制冰晶的生

图６　两条抗冻肽与冰/水界面相互作用过程中

体系总氢键数变化

Figure６　Changesintotalhydrogenbondsinthesystem
duringtwoantifreezepeptidesinteractingwith
ice/waterinterface

长;从图７可以观察到,含有抗冻肽的体系中冰晶显著少

于纯水体系,且在加入 PvＧAFP１的体系中表现更明显,
与其热滞活性的结果一致.Kim 等[２６]发现添加短肽能

抑制体系冰晶生长,与试验结果吻合.

　　如图７所示,在不含抗冻肽的混合体系中,上层大部

分水分子变为有序的冰晶结构,而含有抗冻肽的体系中

明显更多的水分子仍保持无序状态,表明其冰层生长的

速度较慢,可能是因为两条抗冻肽均能与生长的冰面相

互作用,从而改变了冰面的曲率,通过吉布斯—汤姆逊效

应[２７]抑制了水的结冰.与 PvＧAFP２相比,PvＧAFP１抑

制结冰的效果更明显,这也与其热滞活性大的结果一致.
进一步分析表明,在模拟过程中,PvＧAFP１主要通过丙

氨酸(A１０)、苯 丙 氨 酸 (F１１)、缬 氨 酸 (V１５)和 甘 氨 酸

(G１６)等与冰/水界面相互作用,而PvＧAFP２其主要作用

的位点为天冬酰胺(N７)的侧链.因此,两条抗冻肽发挥

抗冻作用的机制不尽相同,PvＧAFP２不仅能吸附到冰晶

表面抑制其进一步生长,同时还能通过疏水作用阻止周

围的水分子靠近冰面[２８],从而表现出更好的抗冻效果.

图７　两条抗冻肽与冰/水界面相互作用的分子

动力学模拟结果

Figure７　 Moleculardynamicssimulationsofthetwo
antifreeze peptides interacting with ice/
waterinterface

３　结论
研究对比分析了两条代表性鲢鱼小清蛋白源抗冻肽

的 活 性、 结 构 特 征 及 作 用 机 制. PvＧAFP １
( KAADSFNHKAFFAKVG ) 和 PvＧAFP ２
(KAADSFNHKAF)两条肽均为高活性抗冻肽,PvＧAFP
１主要呈αＧ螺旋结构,两亲性好,能结合５３个水分子,由

１６个氢键吸附至冰晶表面,结合能为－１５１４kJ/mol,同
时部分疏水性氨基酸参与排开冰表面的水分子从而阻止

冰晶形成和长大;相较而言,PvＧAFP２螺旋结构短,在溶

液中螺旋结构易失去,可结合水分子的数量、吸附至冰晶

表面的结合能及抑制冰层生长的效率均低于 PvＧAFP１,

与其热滞活性低于PvＧAFP１吻合.结果表明,尽管两条

抗冻肽的序列相似,但作用机制不尽相同,其活性可能与

αＧ螺旋结构、两亲性及其与水分子和冰晶相互作用的亲

和力、结合位点和模式有关.
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３　结论
研究利用还原氨化反应将乳制品中的母乳寡糖进行

荧光标记,用适用于分离不同类型糖链的糖谱色谱柱经

液相色谱进行了分离分析,外标法定量.结果表明,该方

法的精密度和回收率均满足试验检测的要求,可用于批

量测定乳制品中６种母乳寡糖含量.鉴于目前母乳寡糖

合成的特殊性及其在乳制品中缺乏的市场现状,针对不

同年龄段的婴幼儿健康状况,开发出不同类型、有参考价

值的产品需进一步研究.
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