
研究评论 
Account  

 
 ★ Dedicated to the 90th anniversary of Acta Chimica Sinica. 

* E-mail: xshao@nankai.edu.cn; Tel.: 022-23503430 
Received April 29, 2023; published June 15, 2023.  
Project supported by the National Natural Science Foundation of China (Nos. 22174075, 22073050) and the Haihe Laboratory of Sustainable Chemical Trans-
formations. 

★ 庆祝《化学学报》创刊 90 周年. 
项目受国家自然科学基金(Nos. 22174075, 22073050)和物质绿色创造与制造海河实验室资助. 
  

Acta Chim. Sinica 2023, 81, 1167—1174 © 2023 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn   1167 

化 学 学 报 
 ACTA CHIMICA SINICA 

 

抗冻剂抗冻机制的近红外光谱与分子模拟研究★ 
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(a南开大学化学学院分析科学研究中心  天津市生物传感与分子识别重点实验室  药物化学生物学国家重点实验室  
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(b物质绿色创造与制造海河实验室  天津 300192) 

摘要  抗冻剂在生物样品的冷冻保存中广泛使用, 生物体为抵御冻害产生抗冻蛋白, 因此, 抗冻机制研究一直备受关

注. 抗冻剂通过与水/冰晶发生相互作用, 使体系的冰点降低并抑制体系中冰晶的形成. 水结构对温度变化非常敏感, 
结合温控近红外光谱技术和化学计量学方法, 利用随温度变化的水光谱信息, 研究了低温环境下水的结构以及抗冻剂

与水/冰晶之间产生的相互作用, 在分子层面上认识了抗冻剂的抗冻机制. 利用分子动力学模拟考察了原子尺度上抗冻

剂与水/冰晶相互作用的细节, 并与光谱实验手段结合揭示了抗冻剂的抗冻机制. 本文概述了抗冻剂抗冻机制的研究进

展, 总结了温控近红外光谱及分子动力学模拟在抗冻剂与水/冰晶之间相互作用研究的工作进展, 旨在为抗冻剂抗冻机

制研究提供新的思路. 
关键词  近红外光谱; 化学计量学; 分子动力学模拟; 抗冻剂; 抗冻机制 
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Abstract  Cryopreservation is an essential technology for long-term storage of organs, tissues, cells and other biological 
samples. During cryopreservation, antifreeze agents are commonly used to reduce the freezing point of the system and inhibit 
the formation of ice crystals (ice nucleation, ice growth, and ice crystal recrystallization), thereby avoiding damage to biolog-
ical samples caused by uncontrolled ice formation at low temperature. However, due to the difficulty in obtaining microscop-
ic details of the interaction between antifreeze agents and water/ice in experiment, the mechanism of antifreeze has not yet 
been clearly understood. The hydrogen-bonded structure of water is very sensitive to temperature changes. By combining 
temperature-dependent near-infrared spectroscopy (NIRS) and chemometric methods, the hydrogen-bonded structure of water 
in low-temperature environments and the interactions between antifreeze agents and water/ice crystals are studied. The anti-
freeze mechanisms are understood at the molecular level using spectral information of water that changes with temperature. 
The details of the interaction between antifreeze agents and water/ice crystals at the atomic level are investigated using mo-
lecular dynamics (MD) simulation, and the antifreeze mechanisms are revealed by combining spectroscopic experimental 
methods. This Account provides an overview of the research progress on the antifreeze mechanism of antifreeze agents, with 
a focus on the recent advances in the study of the interaction between antifreeze agents and water/ice crystals using tempera-
ture-dependent NIRS and MD simulations. Overall, the Account aims to provide new ideas for the study of antifreeze mecha-
nisms and deepen our understanding of the molecular details of the antifreeze mechanism. Finally, the challenges and pro-
spects of using NIRS to reveal the antifreeze mechanism of antifreeze agents are discussed and possible further improvements 
are proposed, such as developing more effective chemometric methods to extract the spectral information of water molecules 
with different hydrogen-bonded structures from the NIRS of water, introducing importance sampling technique specially 
designed for water icing into MD simulations to enhance the sampling efficiency, so that MD simulations can be used to ex-
plore the entire process of water freezing inhibition by antifreeze agents, deepening the understanding of the antifreeze 
mechanism. 
Keywords  near-infrared spectroscopy; chemometric method; molecular-dynamics simulation; antifreeze agents; mecha-
nism of antifreeze 
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1  引言 

冷冻保存(Cryopreservation)是指在非常低的温度下

(－80 ℃或－196 ℃)实现器官、组织、细胞和其他生物

样品的长期储存过程[1-4]. 冷冻保存的生物样品不仅能

保持正常的结构和解冻后功能的完整性, 而且允许进一

步的临床应用与基础研究, 例如器官移植、组织工程学、

再生医学等[3,5]. 然而, 在冷冻过程中, 冰晶的不可控形

成会导致细胞机械损伤和渗透压应力, 对细胞内和细胞

外的结构造成不可逆的破坏, 最终使得解冻后的生物样

品丧失生理功能[4-5]. 为了最大限度降低冷冻过程对细

胞的破坏并获得高的细胞存活率, 需要使用抗冻剂来抑

制冰晶的形成, 涉及冰成核、冰生长和冰晶重结晶[5-6].  
广义上的抗冻剂指的是一类加入到目标液体(水或

含水液体)中以降低体系冰点(即避免体系结冰)或抑制

体系中冰晶/水合物[7-9]生长的物质, 其种类繁多, 通常

包括小分子类(如乙二醇、甘油(glycerol, GCL)、二甲基

亚砜(DMSO)等)、糖类(如蔗糖、海藻糖等)、聚合物类(如
聚乙烯醇(polyvinyl alcohol, PVA)等)、纳米材料、水凝

胶等[3]. DMSO 是目前低温保存领域使用最广泛的抗冻

剂[2]. 尽管它可以成功保存相当多的生物样品, 但由于

具有细胞毒性, 其不可避免地会造成细胞毒性损伤甚至

死亡, 限制了其在临床应用中的广泛使用[3,5]. 抗冻蛋白

(antifreeze proteins, AFPs)是生物体为抵御低温冻害而进

化出的一类蛋白质, 具有热滞后活性(thermal hysteresis, 
TH)、动态冰成形(dynamic ice shaping, DIS)能力和冰重

结晶抑制(ice recrystallization inhibition, IRI)活性, 这使

得其在低温保存领域展现出极大的潜在应用价值[6,10-12]. 
1977 年, Raymond 等[13]提出了吸附-抑制机制, 认为

AFPs 是通过吸附在冰晶的特定表面诱发 Kelvin 效应来

抑制冰晶的生长. 该机制是目前公认的 AFPs 抗冻机  
制[4,14], 但是, 由于没有明确 AFPs 与冰晶结合的具体作

用力, 这种机制通常只能解释 AFPs 引起的冰晶生长速

率的降低和热滞活性的产生而不能解释冰晶的生长停

止. 后来研究者们对 AFPs 与冰晶之间相互作用力进行

了广泛研究[15-21], 发现 AFPs 的抗冻机制基本可以分为

两大类, “氢键结合”机制和“受体-配体”机制. “氢

键结合”机制反映了氢键相互作用力在激活 AFPs 抗冻

活性方面的主导作用[15]. “受体-配体”机制[16]认为AFPs
冰晶结合位点表面或所形成的类冰结构表面与冰晶表

面互补, 故而也称“表面互补”机制. 表面互补的作用

力归因于多种相互作用力, 包括氢键相互作用力、疏水

相互作用力和范德华力等[16]. 例如, 基于吸附-抑制机

制的“包合物锚定”机制认为 AFPs 通过疏水作用使水

分子按晶格方式排列, 并通过氢键锚定这些水分子晶格

(类冰状水结构), 而后携带着这部分水分子(anchored 
clathrate water, ACW)通过氢键与冰面匹配结合[21-22]. 由
于实验体系难以获得 AFPs 与冰-水界面层相互作用的

微观细节, 精确解析 AFPs 的抗冻机制仍是一个科学难

题. 
近红外光谱(NIRS)是研究水结构以及水与溶质相

互作用的有力工具[23-24]. 它不仅能反映含氢基团的结构

信息, 还能反映氢键等分子内和分子间相互作用的信

息, 可用于研究水溶液体系或含水的实际样品体系(例
如食品、生物组织等[25]). 由于研究体系中富含水, 当加

入扰动条件(例如温度、浓度、pH 等)时, 水的 NIRS 会

发生明显变化, 变化的水光谱能反映物质结构的改变或

水与溶质之间的相互作用, 故而可获得分子尺度上的关

键信息. 2006 年, Tsenkova 等[26]提出了“水光谱组学

(Aquaphotomics)”, 标志着一个新研究领域的出现. 水
光谱组学是指以水作为研究对象, 利用光谱技术探测水

结构在温度等扰动条件下产生的变化, 从分子水平上间

接反映溶质的结构与功能. 到目前为止, 水光谱组学已

经取得了丰硕的研究成果. 例如 Ozaki 课题组[27]研究了

不同温度下水的NIRS, 借助化学计量学方法解析出了5
种不同类型的水结构, 即含有 0～4 个氢键的水结构. 
Gowen 课题组[28]通过研究无机盐(NaCl, KCl, MgCl2 和 
AlCl3)水溶液中水的 NIRS 光谱信息随温度改变而产生

的变化, 发现 NaCl 和 KCl 倾向于扰乱水分子间的氢键

网络, 而 MgCl2 和 AlCl3 倾向于促进水分子间氢键的形

成. 臧恒昌课题组[29]将水光谱组学用于药物生产纯化

过程中的醇-水体系, 提出了一种利用水的NIRS信息变

化定量分析发酵过程中低含量甲醇的方法. 本课题组基

于温控 NIRS 技术, 开展了大量水光谱组学方面的研究

工作. 例如利用水的 NIRS 信息和化学计量学方法实现

了有机小分子水溶液[23,30-31]、血清[32]和脯氨酸溶液[33]

等混合体系的定量分析; 通过研究不同温度下的葡萄糖

NIRS, 发现葡萄糖与水之间的相互作用可以稳定四面

体水结构, 从而使水的结构更加有序[34]; 在限域环境

中, 通过温控 NIRS 技术获得了反胶束中壳层水和核心

水结构的光谱信息[35], 还有水凝胶在溶胀过程中的不

同水结构信息[36].  
为了从微观层面上认识抗冻剂的抗冻机制, 研究者

们运用光谱技术和分子动力学(MD)模拟技术开展了大

量富有成效性的工作. Oh 等[37]通过分析 DMSO-水混合

物的红外光谱发现, DMSO 与水在共晶点附近的相互作

用最强, 这可能是混合物冰点降低的原因. Zhang 等[38]

采用分子动力学(MD)模拟证实 DMSO 是通过与水形成

氢键来增加未冻结水的比例, 从而增强了溶液体系的低

温耐受性 . Meister 课题组 [39] 使用振动和频光谱

(vibrational sum-frequency generation, VSFG)技术探测到

了Ⅲ型AFP冰结合位点处类冰状水结构的存在, 证实了

AFPs 识别冰晶的预有序结合(preordering-binding, POB)
机制的合理性. Ebbinghaus 课题组[40-41]使用 THz 光谱技

术研究了AFPs水合动力学, 证实了长程蛋白-水相互作

用在激活 AFPs 抗冻活性方面的关键作用. 近年来, 本
课题组也在抗冻剂抗冻机制的研究方面开展了多项研
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究工作. 例如使用温控 NIRS 结合 MD 模拟研究了低温

下 DMSO 与水之间的相互作用, 揭示了 DMSO-水混合

物体系冰点降低的机理[42]; 采用 NIRS 结合 MD 模拟的

方法研究了聚脯氨酸(Polyproline, PPro)与冰-水界面层

产生结合作用的原理[43]; 使用 MD 模拟揭示了 AFPs 与
冰晶之间相互作用的细节[44-46]; 使用 MD 模拟和自由能

计算研究了影响 AFPs 与冰晶结合能力的因素[47]. 本文

对我们课题组开展的抗冻剂抗冻机制的 NIRS 及 MD 模

拟的研究工作进行评论, 旨在为抗冻剂抗冻机制研究提

供新的思路. 

2  近红外光谱用于抗冻机制的研究 

在 DMSO-水二元混合物中, 水既能充当氢键受体

又能作为氢键供体, 而 DMSO 仅能充当氢键受体, 这种

差异导致混合物的性质(例如冰点[3]、粘度[48]、混合热[49]、

疏水性[50]等)出现异常[38]. 尽管人们对 DMSO-水混合物

体系进行了广泛的研究, 但体系中氢键的形成和断裂机

制仍不清楚[37]. 因此, 深入理解 DMSO 与水的相互作

用, 对揭示 DMSO 的抗冻机制至关重要. 为了研究

DMSO 与水之间的相互作用[42,51], 采集了不同浓度

DMSO-水混合物在 20 ℃时的 NIRS, 如图 1A 所示. 通
过连续小波变换(CWT)计算了原始光谱的近似四阶导

数光谱. 图 1B 为纯水和纯 DMSO 的近似四阶导数

NIRS, 可以看到, 纯水在 7109, 6978 和 6839 cm−1处均

存在吸收峰, 可分别归属为游离、弱氢键键合和强氢键

键合的 OH 基团. 而纯 DMSO 在 7120, 7000, 6908, 6846, 
6731 和 6510 cm−1处均出现吸收峰, 其中前 5 个谱峰源

自于 CH 基团伸缩振动和弯曲振动的组合频, 第 6 个峰

可归属为 S＝O 基团的伸缩振动倍频峰. 由图 1C 可见, 
水的 3 个特征峰的强度随 DMSO 含量的增加迅速减小, 
其中弱氢键键合的 OH 基团光谱特征峰几乎被完全掩

盖, 说明 DMSO 与水之间的相互作用破坏了水分子的

氢键网络, 导致水结构的改变. 此外, 图 1C 中的 6442 
cm−1 处还出现了一个新的谱峰, 该谱峰归属于 DMSO
与水形成氢键的S＝O基团. 图1D给出了该谱峰强度随 
DMSO 含量的变化, 可以看到该谱峰强度随 DMSO 含

量的增加先快速增加, 30%时增速放缓, 60%时达到最

大, 随后迅速降低. 由于 30%和 60%两个明显的拐点分

别对应 DMSO 与水的物质的量比为 1∶2 和 2∶1 的情

况, 故而据此推测 DMSO-水混合物中可能存在 1∶2 和

2∶1 的氢键结构, 表示为 DW2 和 D2W. DW2 结构是指

DMSO上的S＝O与2个水分子形成氢键且随着 DMSO
含量的增加而增多, 对应 DMSO 含量少于水含量的情

况; D2W 结构是指水分子与 2 个 DMSO 形成氢键且随

着水含量的减少而减少, 对应 DMSO 含量明显多于水

含量的情况. 为了进一步了解低温对水结构的影响, 采
用温控 NIRS 测定了－70～20 ℃条件下 30%DMSO-水
混合物的 NIRS, 并使用 CWT 提高光谱的分辨率, 结果

(A) (B)

(C) (D)

 
图 1  (A) x%DMSO-水混合物的 NIRS; (B) 水和 DMSO 的高分辨 NIR 光谱; (C) x%DMSO-水混合物的高分辨率 NIRS; (D) x%DMSO-水混合物在

6442 cm−1处的谱峰强度变化[42] 
Figure 1  (A) NIRS of x%DMSO-water mixture; (B) transformed NIRS of water and DMSO; (C) transformed NIRS of x%DMSO⁃water mixture; (D) 
variation of the peak intensity at 6442 cm−1 of x%DMSO⁃water mixture[42]  
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发现, 随着温度的降低, DW2 光谱特征峰的强度逐渐增

加, 表明混合物中形成了更多的 DW2 结构. 在超冷条

件下, 水趋向于形成四面体结构. DMSO-水混合物则因

降温会产生 DW2 结构, 该结构在一定程度上抑制了四

面体结构的形成 , 这可能正是混合物冰点下降的原   
因[42,51]. 为了了解蛋白质对 DMSO 抗冻性能的影响, 使
用温控 NIRS 研究了蛋白质模型化合物甲酰胺(FA)对
DMSO-水混合物的氢键结构的影响[52]. 通过 CWT 提高

NIRS 的分辨率, 得到了 DMSO 与水形成氢键的光谱特

征峰, 而且发现该特征峰的强度随着 FA-DMSO-水混合

物体系中FA的含量增加而降低, 这可能说明FA取代了

部分的 DMSO, 与水形成了氢键. 进一步利用交替三线

性分解(ATLD)和多元线性回归方法, 分离出了与水含

量以及 DMSO 含量相关的光谱特征变化, 但没有发现

与FA含量相关的显著光谱特征变化, 这表明尽管FA可

能会使 DMSO-水混合物体系的抗冻效果略微降低, 但
DMSO 仍是发挥抗冻作用的主要成分. 

与DMSO相比, AFPs属于生物大分子型抗冻剂, 由
于包含众多的官能团, 故而与水产生相互作用的形式更

加多样. AFPs 分子通常包含大量的亲水基团和疏水基

团, 属于典型的两亲型生物大分子, 它可以通过平衡亲

水基团与水的氢键相互作用和疏水基团与水的疏水相

互作用将自身稳定分散在溶剂水中. 温度的改变会导致

分子间相互作用的变化, 例如降低温度会使疏水相互作

用变弱而氢键相互作用变强, 进而引起 AFPs 的结构与

功能(抗冻活性)的变化, 因此, 借助温控NIRS技术可帮

助理解 AFPs 的抗冻机制. 聚脯氨酸(PPro)是最近开发

出的一类 AFPs 模拟物, 具有生物相容性好、合成成本

低等优点, 已在卵母细胞和贴壁细胞的冷冻保存中得到

成功应用, 展现出增强的抗冻活性[53-54]. 然而, 目前关

于 PPro的抗冻机制的研究还尚未报道, 因此, 为了更好

地应用和优化该材料, 甚至启发新颖抗冻材料的设计, 

有必要对 PPro 的抗冻机制进行深入研究. 为了研究

PPro 抑制冰生长的机理 [43], 在－4 ℃下采集了不同

PPro 浓度的冰-水混合物在不同结冰时刻的 NIRS. 图
2A 展示了通过小波包变换(WPT)方法得到的高分辨

NIRS 及冰的特征光谱(6300～6000 cm−1). 可以看到, 在
光谱测量初期, 由于光谱中只含有溶液而无冰的成分, 
故而在冰特征光谱范围内几乎没有冰的光谱吸收. 随着

冰的生长, 光谱信号逐渐增强, 直到结冰过程结束, 最
后光谱强度基本保持不变. 图 2B 展示了冰在 6142 cm−1

特征峰处随时间的强度变化, 反映了不同浓度 PPro 溶

液中冰的生长过程. 可以看到, 在 10、20 和 30 mg•mL−1

三个低浓度条件下, 冰的特征峰强度变化与纯水结冰过

程相似, 表明低浓度 PPro溶液不能展现抗冻活性. 而在

40 和 50 mg•mL−1 这两个高浓度条件下, 冰的特征峰强

度增速变缓, 且在结冰末期, 冰的特征峰强度明显低于

纯水和低浓度 PPro 溶液结冰末期的特征峰强度, 说明

高浓度 PPro 溶液能有效抑制冰生长. 为了研究 PPro 吸

附到冰-水界面层时水与 PPro/冰之间的相互作用, 分析

了冰含量为 30%的 PPro 冰-水混合物的高分辨率光谱, 
结果发现, 达到高浓度的 PPro 冰-水混合物的高分辨率

光谱中出现了新的特征峰, 这些特征峰与 PPro/冰发生

相互作用的界面水结构有关, 它主要存在于 PPro 与冰

晶之间. 考虑到 PPro 分子中含有丰富的亚甲基疏水官

能团, 推测界面水结构可能来自于亚甲基与冰之间的水

合水, 且具有三个或四个氢键[43]. 

3  抗冻机制的分子模拟研究 

分子动力学(MD)模拟是在原子水平上研究分子体

系结构与性质的计算机模拟方法. 得益于计算机硬件技

术的发展和普及, MD 模拟已被广泛应用于生物和非生

物体系中物理化学机理的研究[55-58]. 通过分析 MD 模拟

 
图 2  －4 ℃下 40 mg•mL−1 PPro 溶液中冰生长过程的高分辨 NIR 光谱成分和冰的特征光谱(A)以及不同浓度的 PPro 溶液光谱在 6142 cm−1处的

特征峰强度随时间的变化(B). 其中, (A)中的内插图为冰的特征光谱的放大, 波数区间为 6300～6000 cm−1; 40 和 50 mg•mL−1的 PPro 溶液实验重复

了三次 
Figure 2  NIR spectral component with enhanced resolution for ice growth in 40 mg•mL−1 PPro solution (A) and the change of peak intensity at 6142 
cm−1 with time of PPro solutions with different concentration (B) at －4 ℃. The inset shows an amplification of the spectra from 6300 to 6000 cm−1. For 
the concentration of 40 and 50 mg•mL−1, three repeated experiments were conducted. Reproduced from Ref. [43] with permission from American Chemi-
cal Society, copyright 2023  
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的轨迹不仅可以获取变化过程中体系中的稳定态和过

渡态结构, 还可以获得物理化学过程的自由能变化等热

力学统计结果, 这使得从原子尺度上定量分析分子结构

与功能的关系、揭示复杂化学和生物过程的机理成为了

可能[14,55], 极大地弥补了实验手段的不足.  
近年来, MD 模拟已被广泛用于 AFPs 在冰-水混合

物体系的模拟研究, 而且已经成为揭示 AFPs 与冰结合

稳定性以及冰晶分子尺度生长动力学的有力工具 [59]. 
例如 Chakraborty 等[60]使用 MD 模拟从蛋白构象和溶剂

化水的角度论证了 AFP Ⅰ是通过苏氨酸甲基周围的有序

水笼与冰晶发生相互作用而不是直接通过氢键 ; 
Chakraborty 等[61]通过 MD 模拟和自由能计算证实了

sbwAFP 与冰晶基面的结合能力最强; Grabowska 等[62]

利用 MD 模拟阐明了 AFP Ⅲ的抗冻活性依赖于其周围

溶剂化水向类冰结构的转变以及这种结构与冰晶表面

的匹配程度 . 研究表明 , 尽管超活性抗冻蛋白

(hypAFPs)具有一定结构化周围水分子的能力, 但其在

水溶液中不能诱导水分子形成类冰结构[63-66], 那么它究

竟是如何识别冰晶并与之结合? 为了回答这一问题, 本
课题组使用 MD 模拟在原子水平上研究了超活性

TmAFP 抑制冰生长的整个过程, 揭示了 AFPs 与冰晶之

间的协同作用, 并提出了 TmAFP 与冰面结合的三阶段

作用机制模型: 促进-吸附-抑制[44]. 在 TmAFP 与冰晶

结合之前, 由于 TmAFP 的冰结合位点(ice-binding site, 
IBS)结构化了周围的部分水分子, 故而在一定范围内

(该范围既是 IBS 的水合水区域, 又是冰的界面水区域)
加速了其正下方冰晶的生长. 随着冰前锋的不断推进, 
IBS 周围的水分子更加有序, 最终成为 IBS 与冰晶结合

的桥梁, 使得 TmAFP 牢固锚定在冰面上. 稳定吸附的

TmAFP 诱发了 Kelvin 效应, 从而抑制了冰晶的进一步

生长. 此研究阐明了 TmAFP 是通过其与冰晶之间的协

同效应, 促进冰晶的快速生长, 最终实现 TmAFP 与冰

晶的结合. 为了进一步了解是否其他 AFPs 也具有促进

冰生长的作用, 使用 MD 模拟研究了五种具有不同结构

和不同活性天然 AFPs 抑制冰生长的过程 , 包括

RiAFP( 超活性 ), sfAFP(超活性 ), TmAFP( 超活性 ), 
LpAFP(中等超活性)和 AFP III(中等超活性)[45]. 结果发

现, 只有超活性 AFPs 才能促进冰面的生长, 而中等活

性AFPs不能, 说明促进冰生长在AFPs中并不是普遍现

象. 此外, 这项研究还发现冰面类型对 AFPs 促进冰生

长的作用起着关键作用, 即 AFPs 促进冰生长的现象只

能发生在具有较厚冰/水界面层的基面冰上. 为了理解

与 TmAFP 尺寸相似的 LpAFP 表现为中等活性的原因, 
使用 MD 模拟和自由能计算[52]研究了 LpAFP 的 IBS 上

苏氨酸(Thr)含量对其与冰晶结合能力的影响[47]. 首先

通过突变LpAFP的 IBS上的部分苏氨酸残基, 构建了一

系列 LpAFP 突变体结构, 使其 IBS 上苏氨酸含量逐步

增加, 然后利用增强采样方法计算了 LpAFP 及其突变

体与冰晶结合过程的自由能变化. 结果表明, IBS 上苏

氨酸含量越高, 其与冰晶的结合在能量上越有利; 当突

变的 IBS 与 TmAFP 的 TXT (Thr-X-Thr, Thr 是苏氨酸残

基, X 是非保守的氨基酸(主要是疏水氨基酸))基序一样

时, 其与冰的结合能力最强. 通过分析 IBS 周围液态水

分子的含量、IBS 与冰面之间的氢键个数和氢键网络, 
进一步研究了 LpAFP 突变体与冰晶结合能力增强的原

因, 结果表明, 苏氨酸含量越高, IBS 锚定的液态水分子

数目越多, 其稳定存在的时间也越长, 与冰面之间的氢

键网络也越稳定. 综上所述, LpAFP 表现为中等活性的

主要原因是 IBS 处苏氨酸含量的缺乏, 因此, 增加苏氨

酸的含量可以有效提高中等活性 AFPs 抗冻活性.  
抗冻糖蛋白(antifreeze glycoproteins, AFGPs)分子极

具柔性且含有独特的二糖基团, 是目前最有效的冰重结

晶抑制剂, 但其抗冻机制仍存在广泛的争议. 2018 年, 
Molinero 课题组[67]利用 MD 模拟证实了 AFGPs 通过肽

链和糖基上的疏水基团与冰晶表面可逆结合 . 同年 , 
Meister 课题组[68]通过微流体交换实验证实了 AFGPs 的
两个亚型都是通过不可逆的方式与冰晶结合. 最近, 本
课题组[46]使用 MD 模拟研究了 AFGP8 的抗冻机制, 结
果表明 AFGP8 既可以通过其疏水性甲基可逆地结合到

冰晶表面, 又可以通过其亲水性糖基部分不可逆地与冰

晶结合. 通过自由能计算进一步研究了这两种结合模式

的强度, 表明了糖基结合比肽链结合更稳定. 在糖基结

合中, AFGP8 的一个或两个二糖侧链通过氢键与冰面锚

定并被冻结在冰晶格中, 导致不可逆的结合; 在肽链结

合中, AFGP8 通过甲基的疏水相互作用吸附到冰面上, 
导致可逆结合. 此外, 当AFGP8的一个二糖部分被冻结

时, 其他二糖部分对水的显著扰动不仅防止了周围的水

冻结, 还导致前进的冰锋融化. 实验上发现, 较大的

AFGP 亚型在抑制冰生长方面表现出更优异的性能, 因
此, 不可逆的结合机制可在很大程度上解释 AFGP 对冰

生长抑制的尺寸效应 , 即与较小的亚型 (AFGP7, 
AFGP8)相比, 较大的亚型具有更多的未冻结糖部分, 
可以长距离干扰水分子, 使其展现出更优的抗冻性能.  

值得一提的是, 本课题组还将 MD 模拟应用于结合

了化学计量学方法的 NIRS 实验, 在原子水平上给与实

验结果的分析以强有力的支持. 在对 DMSO 抗冻机制

的研究中[42], 为了验证 DW2 结构(即 S＝O 与 2 个水分

子形成的氢键结构)的存在是 DMSO-水混合物体系冰点

降低的原因, 采用MD模拟分别对30%DMSO-水混合物

在－70 ℃和 20 ℃时动力学过程进行了模拟, 然后统

计了模拟轨迹中游离 S＝O 基团、D2W 和 DW2 氢键结

构的出现概率. 结果表明, 混合物中的 DMSO 和水分

子主要以DW2结构的形式存在, 而且在低温时DW2的
含量有所增加 ,  与实验结果高度一致 ,  有力支持了 
DW2 结构抑制四面体水结构的形成而导致混合物冰点

降低的结论. 在对聚脯氨酸抗冻机制的研究中[43], 为了

验证 NIRS 探测到界面水结构的稳定存在, 构建了大小

两个PPro冰-水混合物模拟体系, 分别对应低浓度(无抗  
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图 3  聚脯氨酸(PPro)分子与冰生长面结合的微观视图. (A) 结冰区域的水分子被分类为液态、类冰状和冰, 分别用橙色点、紫色线和青色线表示. 
聚脯氨酸(PPro)分子的肽骨架和亚甲基分别以红色 NewRibbon 表示和绿色球体表示. PPro 和冰之间的有效接触区域以 QuickSurf 表示. 右侧的放

大图为接触区域的俯视图和仰视图. (B) PPro 亚甲基与接触区域内的类冰状水形成的空腔结合 
Figure 3  Adsorption of methyl groups of PPro on the growth surface. (A) Water molecules in the area of ice growth are classified as liquid, ice-like, and 
ice, shown by orange dots, purple, and cyan lines, respectively. The peptide backbone and methylene groups of PPro are shown in red NewRibbon repre-
sentation and as green spheres, respectively. Effective contact area between PPro and ice, represented by QuickSurf. Right-hand side: top and bottom views 
of the contact area. (B) Binding of the methylene groups to the cavities formed by ice-like water within the contact area. Reproduced from Ref. [43] with 
permission from American Chemical Society, copyright 2023

冻活性)和高浓度(有抗冻活性)的 PPro冰-水混合物实验

体系. 图 3 为聚脯氨酸(PPro)分子与冰生长面结合的微

观视图. 由图 3A 可见, 模拟体系结冰区域的水分子被

分类为液态水分子、冰状水分子和冰分子, 并且 PPro
的部分单体与冰状水分子层接触, 而在接触区域内, 具
有三到四个氢键的冰状水分子主要分布在亚甲基的周

围. 据此推测, NIRS 探测到的界面水结构可能与这种冰

状水分子有关. 为了证实上述推测, 统计了接触区域内

不同类型水分子的含量随模拟时间的演化规律, 结果发

现, 在小模拟体系中, 冰状水分子的含量随模拟先增大

后趋于平稳, 与高浓度 PPro 实验体系中界面水特征峰

的强度随结冰量变化的规律一致. 与冰状水相反, 液态

水分子含量随模拟时间先快速衰减后趋于平稳, 而冰分

子的含量则在整个模拟时间内保持在零左右. 上述结果

表明, 接触区域在冰生长阶段经历了一个动态水分子交

换过程, 即由于亚甲基的去溶剂化作用, 接触区域内的

液态水分子不断被冰状水分子取代. 这种取代导致接触

区域的壳层结构受阻, 使得 PPro 的亚甲基嵌入冰的生

长面(如图 3B 所示), 诱发开尔文效应, 从而抑制了冰生

长. 在大模拟体系中, 冰状水分子的含量在达到峰值后, 
出现了明显的衰减过程, 与低浓度 PPro 实验体系在结

冰末期界面水特征峰的强度随结冰量变化的规律一致, 
说明接触区域内冰状水分子含量的下降是 PPro 低浓度

下不能展现抗冻活性的原因. 因此, 稳定存在的界面水

(冰状水)在 PPro 抑制冰生长的过程中起着至关重要的

作用. 

4  总结与展望 

抗冻剂在生物样品的冷冻保存中发挥着重要的作

用, 然而, 关于抗冻剂在低温环境下如何与水/冰晶结合

或产生相互作用从而降低体系冰点及抑制体系中冰晶

的形成一直以来未得到清晰且系统的解析. 本文概述了

抗冻剂抗冻机制的研究进展, 总结了温控近红外光谱及

分子动力学模拟在抗冻剂抗冻机制研究的工作进展, 旨
在为抗冻剂抗冻机制的研究提供新的思路. 基于本文的

总结, 对抗冻剂抗冻机制研究的展望如下: (1)从水的近

红外光谱中提取不同氢键结构水分子的光谱信息具有

挑战性, 仍需针对此问题开展相关的化学计量学方法研

究, 如基于离散小波变换的高分辨光谱信号提取方法、

基于主成分(载荷)旋转的解析方法等; (2)在 MD 模拟中

采用重要性采样技术[55]以增强采样, 由于重要性采样

方法依赖于能够描述变化过程的反应坐标, 建议设计新

型的反应坐标以高效描述水结冰过程, 从而能够极大提

高 MD 的采样效率, 使得抗冻剂抑制水结冰的模拟从水

分子的均相结冰开始, 而不是从冰-水混合物开始成为

现实, 这样可以展现抗冻剂从抑制冰核形成到吸附到新

生冰晶的整个过程, 有利于加深对抗冻机制的理解; (3)
通过应用新颖光谱分析手段 , 例如振动和频光谱

(vibrational sum-frequency generation, VSFG)、太赫兹光

谱(THz)、偏振分辨飞秒红外光谱[69]等, 并与 MD 模拟

结合, 获得抗冻剂与冰-水界面层产生相互作用的细节

信息, 实现对抗冻机制的多层次、多角度的认识与理解. 
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