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　　低温冻害是园艺植物生产中的严重自然灾害 , 直接影响

其地域的分布 、品质 、产量和经济效益。同时由于地理环境的

差异 ,园艺植物的分布呈现一定的区域性和季节性。低温胁

迫常使某些起源于热带 、亚热带的园艺植物因其冷敏感性而

无法在温带以北的地区露地安全越冬 , 大大限制了其种植范

围 ,同时在引种过程中也会造成巨大的经济损失 , 因此园艺植

物抗冻性的研究已成为该领域的研究热点之一。园艺植物产

值高 ,具有观赏性和丰厚的经济价值 , 前人曾用常规育种方法

改良园艺植物的遗传特性 , 使之避免冻害损伤以扩大种植范

围 ,就目前来看 , 很难提高其抗冻性。近年来 , 随着分子生物

学的发展 ,动 、植物抗寒 、抗冻机理的认识不断加深 , 基因工程

技术已经成为培育抗冻性园艺植物新品种最有效的途径。本

文旨在论述抗冻蛋白在园艺植物中的研究进展 , 为园艺植物

的抗冻遗传改良提供借鉴。

1　抗冻蛋白(AFPs)的特性
1969年 A.L.Devries 在南极 Mcmurdo 海峡的一种鱼

(No to theneniid)的血液淋巴中首次发现的一种大分子抗冻剂

———抗冻蛋白(antifreeze pro teins , AFPs), 该蛋白能阻止体液

内冰核的形成与生长 , 维持体液的非冰冻状态[ 1] 。抗冻蛋白

作为一种特异表达蛋白 , 具有三种效应:热滞效应 、重结晶抑

制作用 、抑制冰晶生长效应。通过这三种效应 , AFPs 可以减

轻低温 、冰冻情况下对生物体的伤害。前人已经在多种耐受

冰冻的机体中发现 AFPs , 如:鱼类 、昆虫 、陆生节肢动物 、细

菌 、真菌和植物。园艺植物抗冻蛋白的研究相对较晚 , 目前研

究的有关园艺植物抗冻蛋白的热滞活性较低 , 其抗冻蛋白的

结构还不太清楚。有关推测可能同时具有抗冻和抗病的双重

功能 , 如胡萝卜 AFPs 与多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白的一些

成员有很高的同源性。因此 , 前人认为抗冻蛋白可能由这些

抗病蛋白进化而来。

2　园艺植物冻害

园艺植物冻害的研究与人们的生产生活有密切关系。环

境胁迫作用使生活在北部寒冷地带的园艺植物 , 不可避免地

受冷冻温度的胁迫[ 2] ,因而抗冻性成为选育寒冷地区园艺植
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物新品种的一个重要生理指标。抗冻性就是作物对冻害的抵

御能力 , 冻害是指温度降低到 0 ℃以下 , 植物体内结冰 , 导致

细胞受伤甚至死亡的现象。植物体内结冰有两种情况:胞内

结冰和胞外结冰
[ 3]
。胞内结冰是指原生质体和液泡相继结

冰 ,冰晶破坏原生质体的结构 , 使细胞亚单位的有序隔离丧

失 , 生物大分子结构受损;胞外结冰指细胞间隙中靠近细胞壁

的水分结冰 , 导致原生质体过度失水 , 蛋白质凝固变性 ,同时

冰晶可能对原生质膜造成机械损伤。可见 , 无论是胞外结冰

还是胞内结冰 , 都会对园艺植物细胞造成一定的伤害。因此

提高园艺植物抗冻能力的一个基本措施就是避免冰晶在体内

的形成及阻止冰晶的生长。

在北方 , 环境温度如果低于-1.9 ℃,园艺植物越冬时仅

依靠 AFPs 的热滞效应来降低冰点是难以想象的。尤其是园

艺植物 AFPs 的热值点(THA)远远低于鱼类和昆虫 AFPs。

因为 AFPs 在昆虫体内的一个重要作用在于通过调整体液或

原生质体的状态 , 如抑制冰核蛋白活性 ,使溶液达到一种过冷

态 , 从而降低过冷点。这可能暗示着 AFPs 在园艺植物体内

的抗冻作用不仅是降低冰点 , 更重要的作用是调节原生质溶

液的状态 , 使过冷点降低。

3　园艺植物抗冻生理
园艺植物的抗冻作用是指在环境温度降到冰点以下时植

物体细胞内 、外 ,至少是细胞内不结冰 , 避免冰晶在植物体内

形成或阻止冰晶生成 , 从而减少冻害的伤害。根据前人[ 4]的

研究推测:越冬园艺植物通过两种基本途径避免细胞内结冰:

其一 , 过冷作用 ,它取决于细胞原生质体的胶体性质和降温速

率 , 在-38 ℃以下时 ,会自动成核而结冰。其二 , 诱导胞外结

冰 , 避免细胞内结冰 ,因为胞外结冰不一定致死 ,而胞内结冰

是致死的[ 5] 。某些园艺植物的抗冻性有与之相适应的形态结

构特征和生理代谢特征。如:通过增强细胞膜的抗冻性忍受

胞外结冰 , 细胞内积累一些亲水性物质 , 如糖类 、可溶性蛋白

和游离脯氨酸等 , 以增强细胞内保持水分的能力。此外 ,

ATPs还可以阻断 Ca2+和 K+离子通道达到对细胞膜的保护

作用。

关于 AFPs 的作用机理 ,就目前的研究来看 ,由 Raymond

和 Dev ries[ 6] 于 1977 年提出的吸附抑制学说比较合理 , 他们

认为 AFPs 可逆地吸附在冰晶表面 ,通过 Kelvin 效应抑制其
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生长。

园艺植物经低温锻炼后 ,能够获得一定的抗冻能力 ,是其

在长期进化过程中形成的一种适应性 ,前人[ 7 , 8]研究表明:这

些抗冻能力的获得与内质网 、核膜上分布的糖蛋白增加量相

关 ,也和质膜的不饱和性相关。目前 , 利用蛋白质电泳检测技

术和基因分离技术分离鉴定冷诱导过程中出现的特异蛋白或

基因和抗冻能力的相关性 , 得到许多冷诱导蛋白 , 如菠菜的

COR140 和COR85则只积累于冷诱导处理的叶片和茎中 ,而不

在根部积累 ,相应地 , 叶片和茎的抗冻能力强于根部 , 即茎 、叶

细胞 50%致死温度低于根 5～ 7 ℃[ 9] 。与此同时, 一些在转录

水平调节的冷诱导蛋白基因(如 COR15a , KIN1 , COR6.6 ,

COR47 , RD17)在结构上有两个顺式作用元件 CRT(TGGCC-

GAC)、DRE(TACCGACAT)与冷调节信号作用有关[ 10] 。另

外 ,前人[ 11]从玫瑰中得到的 DRE 结合蛋白 DRE1A 在拟南芥

菜中能大量的诱导冷诱导基因的表达 , 并提高了植株的抗冻

和抗旱能力。

4　园艺植物的抗冻蛋白基因工程

1998 年 ,英国 York 大学的 Worrall等[ 12] 发表了胡萝卜

(Daucus carota)的 AFPs 及其基因的论文 , 标志着第一个园艺

植物AFPs 基因的发现。并且发现胡萝卜 AFPs 富含亮氨酸 ,

与多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白(poly galacturonase inhibitor

proteins , PGIPs)家族中的植物 LRR(leucine-rich-repea t)蛋

白有高度的同源性(50%～ 65%), 但胡萝卜 AFPs 提取液对

多聚半乳糖醛酸酶(polygalacturonase pro tein , PG)并没有抑制

活性。推测这种新型的抗冻蛋白可能是从 PGIP 演化而来

的。 LRR 蛋白是与病原菌防御体系相关的蛋白质 , 是病原体

引发的配基的受体蛋白 , 同时与 Q-螺旋 、p 链的形成有关。

AFPs 在胡萝卜直根中冷诱导表达 ,其 cDNA为 1 140bp , DNA

为 1 238bp , 编码 332 个氨基酸。成熟糖蛋白的分子量为

36KD , pHⅠ 5.0 ,热滞值为 0.35 ℃, 酶切去糖侧链并未影响

其活性。1999 年 Meyer等[ 13]的研究有相同的结果。

胡萝卜 AFPs 及其基因的发现 , 为园艺植物的抗冻基因

工程注入新的活力。在此之前 , 抗冻蛋白基因工程中的目的

基因只来源于鱼类。 1987 年 , Davies 等[ 14]将抗冻蛋白基因整

合在 T i质粒上 , 用叶圆片法转化郁金香 、油菜等 ,获得了一定

的抗冻能力。1989 年 Cutler 等[ 15]用真空透析法将冬比目鱼

抗冻蛋白基因导入马铃薯 、拟南芥和欧洲油菜 , 使此类植物的

自然结冰温度降低 1.8 ℃, 证实了转抗冻蛋白基因可提高植

物的抗寒性 。但是由于远缘基因转移的表达差异较大 , 从而

导致转此类转基因植物的表达不尽人意。

1991 年 Hightower 等[ 16]将极区鱼的 Cafa3-AFPs 基因

转化并获得转基因番茄 ,在转基因植物叶片中 , Cafa3AFAs 有

高水平的 m RNA , 但在组织中未检测到重结晶作用的活性。

然而他们在含有编码一种融合蛋白(去掉两头的葡萄球菌蛋

白 A+抗冻蛋白)的嵌合基因的番茄组织中 , 检测到了 m RNA

和融合蛋白。而且含有融合蛋白的组织中检测到了重结晶抑

制作用。据报道这种番茄果实可经受冷冻不坏 ,已申请大田

试验。 1992年 , 加拿大 Griffith 等[ 17]第一次明确提出获得植

物内源 AFPs。他们从经低温锻炼的能够忍受细胞外结冰的

冬黑麦(secale cereale)叶片质外体中得到并部分纯化了该蛋

白;1994 年 , 费云标等[ 18] 从常绿抗冻园林植物沙冬青(A

mmopiptanthus monglicus)叶片中分离得到了抗冻蛋白。

有关文献报道[ 19]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 , 并认为抗冻蛋白

基因有可能应用于所有蔬菜品种改良。

1996 年 , Sieg 等[ 20] 从冷驯化后的卷心菜 Brassicaolera-

ceL.叶子中纯化了一个具有低温防护功能的相对分子量为 7

×103 的糖蛋白 ,这是首次报道的一个单一 、纯化的具有抗冻

功能的植物蛋白。此后 , 依次在羽衣甘蓝 Brassicaoleracea[ 21] 、

欧洲云杉 Piceaabies[ 22]等园艺植物中分离出了抗冻蛋白。

1997年 Wallis 等人[ 23]人工合成 PHA-AFP(PHA , 植物

凝集素)一段基因 ,并采用农杆菌介导将该基因被转入马铃薯

中 , 用免疫杂交方法检测到了表达产物 AFPs。转基因马铃薯

的 AFP24-1 在-4 ℃温度下电解质渗出率小于 3%,而对照

为 34%, 表明其耐冻能力提高了。同年 , 我国的黄永芬等[ 24]

将美洲拟蝶抗冻基因整合在 T i质粒上 , 然后用花粉管道和子

房注射方法导入番茄中 ,获得了杂交带。试验表明:在春季平

均气温低于正常年份 4.4 ℃条件下 , 转基因植株生长优势优

于对照组。 1998 年卢存福等[ 25]在高山园林植物唐古特红景

天叶片及悬浮培养细胞中获得抗冻蛋白 , 采用组织培养方法

低温诱导其愈伤组织产生抗冻蛋白也获得成功。同年张钰

等[ 26]同样利用美洲拟蝶抗冻基因转入番茄中。 结果表明:番

茄植株经低温锻炼 , 过氧化氢酶 、过氧化物酶 、超氧化物歧化

酶都明显高于对照 , 表明转基因植株在生理生化水平上获得

了有益的变异 , 且抗寒性增强。

1999年从桃树(Prunuspersica)的树皮中提取到一种脱水

蛋白 PCA60[ 27] ,这是第一次发现具有脱水素蛋白特性的抗冻

蛋白。其富含赖氨酸 、甘氨酸 ,分子量为 50 ku , 具有较强修饰

冰晶的能力。同年魏令波[ 28] 、江勇[ 29] 等从沙冬青叶片中分

离得到的具热稳定性的 AFPs ,分子质量约为 40 KD , pHI9.0 ,

热滞值为 0.9 ℃(20 mg/ ml),有糖蛋白 , 也有非糖蛋白。其结

构与某些鱼类 AFPs 的二级结构相似。 2001 年 , 尹明安

等[ 30 , 31]成功克隆了中国胡萝卜(var.ativus)和英国胡萝卜

(var.autumn)的 AFP 基因 , 并进行序列对比 ,在被测的 1004

个核普酸中 , 有 35 个碱基不同 , 其中无义突变 20 个 , 有义突

变 28 个 ,按有义突变计 , 同源性为 98.5%;同时构建成植物

表达载体 pBAF ,为农杆菌介导转化番茄 、甜椒等作物奠定了

实验基础。因此 , 抗冻蛋白的基因特性研究将为园艺植物利

用基因工程进行遗传改良提供一个广阔的前景。

5　展望

前人研究表明 , 园艺植物的抗冻性可能与其抗病作用有
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一定的相关性 ,因此园艺植物的抗冻蛋白转基因育种对其防

止低温冻害有明显的经济效益 , 并且可以提高其产量和改善

产品质量 ,延长生长季节和栽种范围 , 同时也会改善某些园艺

植物的储藏加工特性。

总之 ,园艺植物的抗冻蛋白研究具有极其广阔的应用前

景。随着现代生物技术的发展 , 园艺植物的抗冻蛋白(AFPs)

的作用机制将会研究的越来越来清楚 , 高活性的 AFPs 将会

得到分离和纯化。 随着 AFPs 基因在模式植物中的成功表

达 ,利用基因工程提高抗冻蛋白在园艺植物的抗冻性表达将

会得到实际应用 ,并实现抗冻蛋白的规模化生产 , 应用于生产

实践。
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