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Белки-антифризы, экспрессируемые в холоднокровных организмах, мешают образованию льда в
их телах и тем помогают им выживать при экстремально низких зимних температурах. Однако ме-
ханизм действия этих белков все еще непонятен. Во всяком случае, он не сводится просто к пони-
жению температуры сосуществования льда и воды. В данной работе, исследуя ледсвязывающий бе-
лок (мутантную форму белка-антифриза cfAFP из гусеницы Choristoneura fumiferana, зимующей в
хвое), мы показали, что этот белок-антифриз вовсе не понижает температуру замерзания воды и,
как ни парадоксально, даже повышает температуру плавления льда. С другой стороны, расчеты, ос-
нованные на теории кристаллизации, показывают, что при температурах 0°…–30°C лед может воз-
никать только на контактирующих с водой стенках (особенно “рифленых”), но никак не в толще
воды. Полученные нами факты позволяют по-новому взглянуть на роль белков-антифризов: их за-
дача не в том, чтобы связываться с уже образовавшимися в организме кристалликами льда (как это
принято полагать) и останавливать их рост, а в том, чтобы связываться с теми поверхностями, на ко-
торых могут возникнуть зародыши льда, и тем самым полностью ингибировать образование льда в
переохлажденной воде или биологической жидкости.
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Белки, связывающие лед (IBP), также называ-
емые белками-антифризами (AFP), синтезируют
различные организмы для выживания при отри-
цательных температурах. Эти белки впервые об-
наружены в крови рыб, обитающих в арктических
и антарктических водах, где температура падает
до –2°С [1–3]. Механизм действия этих белков
все еще непонятен [4, 5]. Обычно полагают, что
IBP снижает температуру замерзания жидкостей
организма на несколько градусов [6]. В ряде рабо-
тах высказано предположение, что IBP связыва-
ют кристаллы льда и предотвращают их рост или
влияют на форму кристаллов льда при повторя-
ющихся циклах замерзания–оттаивания [7–9].
Анализируя литературные данные, можно также
обратить внимание на то, что требуемая для
предотвращения гибели клеток при небольших
отрицательных температурах молярная концен-
трация IBP в сотни раз меньше, чем молярная
концентрация соли или спирта, нужная для тако-

го же снижения температуры замерзания [10, 11].
Один только этот факт наталкивает на мысль, что
механизм действия AFP должен отличаться от ме-
ханизма действия “обычных” антифризов типа
низкомолекулярных спиртов и солей, которые,
как известно, понижают химический потенциал
воды пропорционально своей молярной концен-
трации, так что эти водорастворимые молекулы
понижают химический потенциал воды в раство-
ре сильнее, чем во льду [12], что приводит просто
к понижению температуры точки термодинами-
ческого равновесия лед–вода.

В этой работе мы экспериментально показы-
ваем, что IBP, взятый сам по себе, не работает как
антифриз, т.е. он не понижает ни температуру за-
мерзания воды, ни температуру плавления льда; а
теоретическое изучение процесса замерзания
говорит о том, что при 0°…–30°C лед по кине-
тическим причинам не может возникнуть в тол-
ще воды, но на контактирующих с водой лед-

Сокращения: AFP – белок-антифриз (antifreeze protein); IBP – ледсвязывающий белок (ice-binding protein).
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связывающих стенках может; и именно блоки-
ровка этих стенок является наиболее вероятной
функцией AFP.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В экспериментах с IBP мы использовали му-
тантную форму AFP ‒ cfAFP, названную нами
mIBP83 [13]. Белок cfAFP из зимующей в хвое гу-
сеницы Choristoneura fumiferana исследован ранее
[14–16]. Оказалось, что mIBP83 [13] не снижает
температуру замерзания воды и даже немного по-
вышает температуру плавления льда (такое повы-
шение ранее отмечено для AFP рыб [17]). Это за-
ставило нас пересмотреть общепринятую точку
зрения [6, 18], согласно которой IBP снижают тем-
пературу замерзания воды и биологических жидко-
стей, связываясь со льдом.

Выделение и очистка mIBP83 и mIBP83-GFP.
Ранее нами спроектирована мутантная форма
белка cfAFP из гусеницы Choristoneura fumiferana
(далее в тексте ‒ mIBP83), в которой заменены
некоторые из цистеинов. Кроме того, для экспе-
риментов по связыванию с поверхностью льда
спроектирован химерный белок, в котором не-
большим линкером соединены mIBP83 и зеле-
ный флуоресцентный белок GFP [13]. mIBP83 и
mIBP83-GFP выделяют в мономерной форме
стандартными методами в больших концентра-
циях без добавления восстанавливающих ве-
ществ [13].

Для экспрессии генов IBP использовали штамм-
продуцент Escherichia сoli BL21 (DE3). Трансформа-
цию компетентных клеток E. сoli проводили, ис-
пользуя плазмиду pET-22b, кодирующую целевой
белок (mIBP83 или mIBP83-GFP). Биомассу
культивировали в жидкой среде LB (“Amresco”,
США) со следующим составом (на 1 л): триптон,
дрожжевой экстракт, NaCl – 10, 5 и 10 г соответ-
ственно, NaOH (10 М) – 600 мкл. В качестве суб-
страт-специфичного маркера в среду добавляли
канамицин, ген устойчивости к которому закоди-
рован в целевой векторной плазмиде, в соотно-
шении растительная среда : антибиотик – 1 : 100.
Чтобы повысить выход целевого продукта, в клет-
ки добавляли IPTG (изопропил-β-D-тиогалакто-
пиранозид) до конечной концентрации 100 мM.
Для разрушения клеток использовали гомогени-
затор высокого давления. Все растворы приготов-
лены на основе дистиллированной и дионизован-
ной воды.

Выделение белка из клеточного лизата штамма-
продуцента E. сoli проводили последовательно с
помощью гель-фильтрационной, ионообменной
и гидрофобной хроматографии. Чистоту выде-
ленных белковых препаратов анализировали с
помощью электрофореза в 12%-ном ПААГ. Кон-
центрацию mIBP83 определяли по поглощению

при длине волны 280 нм, с учетом его коэффи-
циента экстинкции (0.683). Концентрацию бел-
ков GFP и mIBP83-GFP определяли при длине
волны 395 нм, соответствующей поглощению
хромофора GFP.

Во всех экспериментах мы использовали вари-
ант GFP ‒ Cycle3-GFP [19]. Cycle3-GFP (для
краткости далее в статье GFP) хорошо сворачива-
ется при 37°С (при экспрессии в клетках E. сoli),
поэтому во многих работах этот белок использу-
ют в качестве “белка GFP дикого типа”. Кроме
того, для этой работы важно то, что этот белок не
димеризуется в нативных условиях при низких
концентрациях (до 2 мг/мл) [20]. Это проверено
методами седиментации и аналитической гель-
хроматографии. С помощью гель-хроматографии
также проверен химерный белок mIBP83-GFP.
Белок выходил одним узким пиком, как и GFP,
что свидетельствует о том, что он не димеризуется.

Приборы и материалы, использованные в работе.
Эксперименты по замораживанию и плавлению
льда проводили в установке, собранной из термо-
стата, управляемого компьютером [13]. Измере-
ние температуры проводили электронным термо-
метром, относительная точность которого (по-
вторяемость) составляет 0.01°С, а абсолютная
точность после юстировки в области 0°С состав-
ляла 0.1°С. Растворы готовили на дистиллирован-
ной воде, фильтровали через фильтры “Corning
Inc.” (Германия) 0.25 мкм и исследовали в про-
бирках объемом 250 мкл (“Eppendorf”, Германия).
Эксперименты по плавлению и замораживанию
растворов белков проводили при концентрации
белка 0.6 мг/мл (что близко [11] к нативной кон-
центрации cfAFP в гусенице Choristoneura fumifera-
na [11]), поскольку при таких же концентрациях
cfAFP исследовали ранее [18].

В экспериментах по взаимодействию белка
GFP-mIBP83 с поверхностью льда для возбужде-
ния флуоресценции использовали трансиллюми-
натор VILBER ecx-f20.m (Франция).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Проверка способности mIBP83 связываться

с поверхностью льда
Чтобы проверить связывание mIBP83 (мутант-

ной формы AFP ‒ cfAFP) с поверхностью льда,
поставили следующий эксперимент. Две одина-
ковые пробирки с буферным раствором (1.0 мл,
20 мM натрий-фосфатного буфера, pH7) замора-
живали при –20°С, затем выдерживали при ком-
натной температуре до тех пор, пока лед не начи-
нал таять. Таким образом, в каждой пробирке был
кусочек льда, окруженный водой. В одну пробир-
ку добавляли раствор mIBP83-GFP, в другую ‒
GFP (в обоих случаях ‒ по 0.20 мл с концентраци-
ей 2 мг/мл). Пробирки подсвечивали на трансил-
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люминаторе. Если mIBP83 в составе химерного
белка mIBP83-GFP не утрачивает способности
связываться с поверхностью льда, то он покроет
плавающую в воде льдинку, и контур льдинки дол-
жен флуоресцировать более интенсивно, чем рас-
твор. GFP не способен связываться со льдом, по-
этому он должен равномерно окрасить раствор. На
рис. 1 показаны фотографии такого эксперимента.
Видно, что в пробирке с mIBP83-GFP светится в
основном льдинка. Видны ее очертания. В про-
бирке с GFP контуры льда не видны ‒ светится
раствор вокруг льдинки. Таким образом, можно
сделать вывод, что mIBP83 связывается с поверх-
ностью льда.

Проверка способности mIBP83 влиять
на процесс замерзания воды

Чтобы проверить способность mIBP83 влиять
на температуру замерзания воды, мы провели сле-
дующий эксперимент. В пробирку наливали 50,
100, 150 или 200 мкл раствора, в центр пробирки
помещали щуп электронного термометра, пробир-
ку закрывали и помещали в металлический держа-
тель, по которому циркулировала охлаждающая
жидкость термостата [13]. Термостат охлаждал
пробирку, изменяя температуру линейно со ско-
ростью 0.24 град/мин. Если в образце не происхо-
дит процессов теплопоглощения или тепловыделе-
ния, то температура в образце меняется линейно со
временем с такой же скоростью, как и в термостате.
При замерзании воды выделяется тепло, и темпе-
ратура образца повышается. Такой скачок темпе-
ратуры в момент замерзания воды фиксируется
термометром.

На рис. 2 показаны кривые изменения темпе-
ратуры в образцах в зависимости от времени охла-
ждения. Кривые, для удобства сравнения, вырав-
нены по времени замерзания (отмеченном стрел-
кой на рис. 2).

Здесь нужно отметить две особенности:
1) температура замерзания всех образцов го-

раздо ниже 0°С; что вполне согласуется с извест-
ным фактом, что вода может долго существовать
в переохлажденном состоянии.

2) “Нестабильность экспериментов”, т.е. боль-
шой разброс температур замерзания даже для од-
ного и того же раствора (см. рис. 2а и 2б) в разных
(но одинаковых) пробирках; повторение опытов с
одной и той же пробиркой с одним и тем же об-
разцом раствора дает практически совпадающие
кривые (результаты не показаны).

Момент замерзания переохлажденной жидко-
сти зависит не только от ее температуры, но и от
микро- и даже наноскопических дефектов по-
верхности пробирки. (см. раздел “Теоретическая
оценка характерного времени образования зароды-
ша льда на различных поверхностях”). Присутствие

таких микроскопических дефектов сложно кон-
тролировать, поэтому в экспериментах по замо-
раживанию невозможно добиться идеальной по-
вторяемости результатов, полученных в разных
пробирках с одинаковыми жидкостями. Тем не
менее, сравнивая рис. 2а и 2б, можно прийти к
выводу, что присутствие mIBP83 в растворе слабо
влияет (в пределах показанной на рис. 2а погреш-
ности опыта ±1°С) на температуру замерзания
воды, но оно, по крайней мере, не понижает ее.
На рис. 2в для сравнения показаны четыре кри-
вые, отражающие процессы замерзания раствора
mIBP83, раствора карбоангидразы (пример бел-
ка, для которого не выявлена активность анти-
фриза), натрий-фосфатного буфера и дистилли-
рованной воды. Если учесть погрешность экспе-
риментов по замерзанию (см. рис. 2а и 2б), то
можно сделать вывод, что замерзание всех приве-
денных на рис. 2в жидкостей происходит при
одинаково низкой температуре.

Проверка способности mIBP83 влиять
на плавление льда

На рис. 3 показаны зависимости температуры
образцов от времени нагрева, т.е. кривые плавле-
ния льда, содержащего и не содержащего mIBP83.
Технические особенности эксперимента описа-
ны в статье [13]. “Стабильность” опытов по плав-
лению льда несравненно выше, чем стабильность
опытов по его образованию [13]; погрешность со-
ставляет ±0.1°С. На рис. 3а показана схема, где
изображены все этапы изменения температуры в
образце. При низких температурах лед нагревает-
ся с той же скоростью, что и жидкости в термоста-
те, но не происходит его плавления (I на рис. 3а).

Рис. 1. Связывание химерного белка mIBP83-GFP с
поверхностью льда. В каждой пробирке есть неболь-
шая льдинка. Слева на фотографии пробирка, в кото-
рую добавили раствор mIBP83-GFP, справа — рас-
твор GFP. Пробирки подсвечивали снизу ультрафио-
летовым светом. В пробирке с mIBP83-GFP светится
в основном окрашенная прилипшим белком льдин-
ка, в пробирке с GFP льдинка не заметна, поскольку
не светится.

mIBP83-GFP
GFP
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Приближаясь к температуре плавления льда, ли-
ния II на рис. 3а начинает отклоняться от этой
скорости, поскольку при нагреве пробирки лед
начинает плавиться у ее стенки, где раньше до-
стигается температура плавления, в то время как
температура в центре пробирки, где находится
измерительная термопара, еще отрицательная.
Если проводить измерение образца большого
объема, то кривая, приблизившись к температуре
плавления, некоторое время будет почти гори-
зонтальной (III на рис. 3а); чем больше объем об-
разца, тем дольше кривая будет оставаться гори-
зонтальной, поскольку смесь воды и льда удержи-
вает температуру плавления. После того, как лед
растаял, вода быстро нагревается до температуры
термостата (IV на рис. 3а). Последняя часть кри-
вой (V на рис. 3а) должна отражать процесс нагре-
ва жидкости в пробирке, идущий с той же скоро-
стью, что и жидкости в термостате.

На рис. 3б показаны экспериментальные кри-
вые плавления льда, содержащего и не содержа-
щего mIBP83. Видно, что форма эксперименталь-
ных кривых похожа на схематичную кривую, по-
казанную на рис. 3а. Отличие только в том, что
этап III у экспериментальных кривых очень ма-
ленький, поскольку объемы исследуемых образ-
цов всего 50, 100 и 150 мкл. При этом заметно, что
с увеличением объема образца этап III тоже уве-
личивается. На рис. 3б также видно, что на этом
этапе кривые, измеренные для образцов без
mIBP83, приближаются к линии 0°С, то есть к
температуре плавления “чистого” льда, а кривые
для образцов, содержащих mIBP83, пересекают
линию 0°С и приближаются к 1°С. Это означает,
что температура плавления льда в присутствии
mIBP83 увеличивается. В среднем, присутствие
mIBP83 в концентрации 0.6 мг/мл увеличивает
температуру плавления льда на один градус. Это
можно объяснить тем, что mIBP83 связывается с
поверхностью льда (см. рис. 1), которая в обыч-
ных условиях представляет собой как бы пере-
охлажденную воду [21], и “укрепляет” ее. Явле-
ние перегрева кристаллов известно, хотя наблю-
дается крайне редко [22–24].

Теоретическая оценка характерного времени 
образования зародыша льда в толще воды

при различных температурах
Теоретические оценки показывают, что по ки-

нетическим причинам зарождение льда в толще
чистой воды возможно только при очень низких
температурах, ниже –30°С, а возникновение льда
при около нулевых температурах возможно толь-
ко на контактирующих с водой ледсвязывающих
поверхностях [25].

Чтобы доказать это, мы рассмотрим сначала
образование трехмерного зародыша льда в толще
жидкости. Приращение свободной энергии при

Рис. 2. Зависимость температуры образцов от времени
охлаждения. а ‒ Шесть одинаковых опытов заморажи-
вания одинакового количества одинакового раствора
(150 мкл, 20 мМ натрий-фосфатный буфер, pH 7) в оди-
наковых пробирках. б ‒ Две пары одинаковых опытов
замораживания раствора mIBP83 (с концентрацией
0.6 мг/мл) в 20 мМ натрий-фосфатном буфере, pH 7.
Сплошные линии ‒ два опыта с 150 мкл раствора, пунк-
тирные линии ‒ с 200 мкл раствора. в ‒ Кривые охла-
ждения раствора mIBP83 (с концентрацией 0.6 мг/мл) в
20 мМ натрий-фосфатном буфере, pH 7 (сплошная ли-
ния), раствора карбоангидразы (с концентрацией
0.6 мг/мл) в 20 мМ натрий-фосфатном буфере (пунктир-
ная линия), того же натрий-фосфатного буфера (пунк-
тир с точками), и дистиллированной воды (точки). Кри-
вые выравнены по времени замерзания растворов. Мо-
мент замерзания обозначен стрелкой. Температура, при
которой начинается замерзание воды в каждом из экс-
периментов, приведена на графике.
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образовании компактного фрагмента новой трех-
мерной фазы, состоящего из n частиц, можно
приблизительно оценить [12, 26] как

(1)

где  ‒ химический потенциал молекулы в
“новой” фазе (например, во льду) минус ее по-
тенциал в “старой” фазе (например, в воде),

 ‒ дополнительная свободная энергия моле-

кулы на поверхности ”новой” фазы,  ‒ коли-
чество молекул на поверхности компактного ку-
сочка новой фазы, состоящего из n частиц (для
наших оценок, где важен только порядок величи-
ны, можно взять  ≈ 5, поскольку для сферы

, а для кубика ). Свободная энер-
гия у менее компактных (с бóльшими значениями
α3) ядер нуклеации новой фазы выше, чем у ком-
пактных; поэтому можно не обращать внимание
на “неконкурентоспособные”, медленные пути,
проходящие через некомпактные ядра нуклеации
новой фазы [27].

В биологическом объекте появление льда ожи-
дается при относительно небольших отрицатель-
ных температурах, когда, как мы увидим ниже,
ядра нуклеации льда довольно велики. Это оправ-
дывает наше пренебрежение деталями структуры
ядер нуклеации льда.

Немного ниже точки термодинамического
равновесия фаз (0°C, т.e. = 273 K), лед ста-
бильнее, чем жидкое состояние воды (μ ≡ 0 при

 = 273°K, и  при ), но лишь немно-
го ( , где  — константа Больцмана, и

( ) ≈ μ + α
2
3

3 ,G n n n B

μ < 0

> 0B

α
2
3

3n

α3

α = π3
3 36 α =3 6

0T

0T < −μ0 < 0T T
−μ B 0k T! Bk

). В этом случае  сначала растет при
увеличении n (см. уравнение (1)), проходит через
максимум  в “переходном” состоянии (опреде-
ляющем критический размер ядра нуклеации K),
и затем уменьшается. Максимум  функции

 достигается при  = , то

есть когда ядро нуклеации куска льда содержит

 молекул Н2О. Тогда “зародыш”, т.е.

минимальный стабильный кусок льда (с 
при ), содержит

(2)

молекул Н2О, а свободная энергия переходного
состояния:

. (3)

При температуре , , так что при 

(где ),  =  со-

гласно классическим уравнениям термодинамики
(здесь  и  – соответственно энтропия и эн-
тальпия замерзания в расчете на 1 молекулу Н2О).
Согласно экспериментальным данным (см. [28]),
для воды  ≈ –6.0 кДж/моль ≈ , так
что
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Рис. 3. Эксперименты по плавлению льда. а ‒ Упрощенное объяснение особенностей формы экспериментальной
кривой: I ‒ нагрев льда, II ‒ лед начинает плавиться, III ‒ смесь воды и льда удерживает температуру плавления, IV ‒
быстрый нагрев жидкого образца после того, как весь лед растаял, V ‒ нагрев воды. б ‒ Экспериментальные кривые
плавления образцов жидкости при скорости нагрева термостата, равной 0.24 град/мин. Красные кривые ‒ образцы со-
держат 0.6 мг/мл mIBP83, синие ‒ не содержат. Пунктир с точками, сплошная линия и пунктир ‒ кривые, полученные
для образцов объемом 50, 100 и 150 мкл соответственно.
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(4)

Величина В (  вблизи ) сле-
дует из экспериментальной оценки свободной
энергии границы лед/вода [29], ≈32 эрг/см2, и то-
го, что молекула H2O занимает ≈10 Å2 на этой по-

верхности. Поэтому для воды , в резуль-

тате:

(5)

Тогда, согласно классической теории нуклеа-
ции фазовых переходов [27, 30], основанной на
теории переходных состояний [31, 32], характер-
ное время появления зародыша льда вокруг од-
ной данной молекулы воды можно оценить как

(6)

где τ ‒ характерное время добавления к растуще-
му льду еще одной молекулы воды, не менее  ~
~ 10–11 с, что есть время переворота диффундиру-
ющей в воде молекулы Н2О при 273 К [33]. Более
детальная оценка показывает, что τ на несколько
порядков величины больше, чем  [25], но для
нас это неважно, так как нам надо будет лишь
оценить нижний предел времени образования
льда.

Если в рассматриваемом объеме (в клетке, в
пробирке) есть  молекул воды, и вокруг любой
из них может возникнуть лед, то характерное вре-
мя появления первого (и единственного) ядра об-
разования льда в таком объеме можно оценить
(см. уравнения (5), (6)) как

−Δμ ≈
° B 0100

.T k T

≈ B 00.85 k T =0 273 КT

°≈
−μ Δ

85 B
T

( )°≈
Δ

2#

B 0

10012 .G
k T T

 τ  
 

#

1
B

~  exp ,Gt
k T

0τ

0τ

VN

(7)

Так как τ > 10–11 с, то зародыш льдинки может
появиться в толще воды в пробирке (содержащей

 ~ 1023 молекул H2O в ~1 см3) за >10482 с = 10473

лет (!!!) при –10°С и через >1014 лет (!!!) при –30°С
(т.е., с биологической точки зрения, зародыш льда
не может появиться в толще покоящейся воды).

Теоретически, он может появиться в толще
покоящийся воды за минуты только при –38°С
(на опыте: при –35°C [34]), хотя при резком
взбалтывании — и при ≈ –15°C [35]. Зародыш
льда в толще воды (см. уравнение (2) и рис. 4а) до-
вольно велик: в нем ~103 молекул H2O при –35°С
(и тогда его диаметр ~4 нм), а при –10°С его диа-
метр ~15 нм.

Теоретическая оценка характерного времени 
образования зародыша льда на различных 

поверхностях
Итак, зародыш льда не может появиться в тол-

ще воды при околонулевых температурах. Иначе
выглядит появление льда на ледсвязывающих по-
верхностях. Когда такая поверхность может связы-
вать лед (согласно Фарадею, этим свойством обла-
дает, например, фланель, но не золото [36]), на ней
возникает ледяное ядро не как 3-мерный (рис. 4а),
а как 2-мерный объект (рис. 4б, 4в). Нас не интере-
сует первый мономолекулярный слой льда: при
сильном связывании льда поверхностью такой
слой может появиться (но не может расти даль-
ше) даже при положительных температурах. Нас

 
 
 

  Δ    Δ  

#

3D

20

 ~ τexp  ~

τ 100~ exp 12 c.

V
B

V

GTIME N
k T

N T

VN

Рис. 4. Схематическое представление процесса кристаллизации. 3-мерное ядро образования льда (a) появляется в тол-
ще жидкости; 2-мерные ледяные ядра (б, в) ‒ на связывающих лед или ледяных поверхностях. Поверхность может
быть ровной (б) или рифленой (в); на вставке к (в) видно, что контакт между молекулами льда в рифленом слое на
много слабее, чем в ровном [25]. Молекулы Н2О изображены на этом рисунке крайне схематично. Молекулы кристал-
лических слоев изображены голубыми или зеленовато-голубыми кубиками; молекулы связывающих лед поверхно-
стей ‒ темно-синие или фиолетово-синие; “свободные” молекулы жидкости ‒ шарики. Дополнительная “краевая”
свободная энергия ядер связана с поверхностью 3-мерного (а) или периметром 2-мерного (б, в) ядра, причем “крае-
вая” свободная энергия ядра на рифленой (в) поверхности близка к нулю из-за малого контакта молекул внутри риф-
леного слоя; поэтому такой слой менее компактен, но образуется быстрее (см. текст).
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интересует начало дальнейшего роста слоя льда
на льду, идущий лишь при минусовых температу-
рах. И хотя образование 2-мерного слоя, строго го-
воря, не является фазовым переходом первого рода
[37], этот слой все же довольно похож на кристалл
[37], и мы можем оценить его зарождение, исполь-
зуя уравнения, подобные приведенные выше.

Когда слой льда намерзает на более или менее
ровную ледяную поверхность (рис. 4б, 4в), допол-
нительная свободная энергия, связанная с грани-
цей нового слоя, зависит только от его периметра,
но не от его площади (потому что в этом случае
одна поверхность льда только заменяет другую,
см. рис. 4б, 4в).

В связи с этим свободная энергия 2-мерного
слоя на более или менее ровной поверхности
(рис. 4б, 4в) может быть выражена так же, как в
уравнении (1):

, (8)

(где степень n не , а , и  относится к пери-

метру, а не ко всей поверхности, как ). Теперь
, так как  для окружности, и 

для квадрата. Величина  для периметра слоя на
ровной поверхности (рис. 4б) близка к величине B
для поверхности 3-мерного тела (рис. 4а), но для
молекулы периметра рифленого слоя (рис. 4в) ве-
личина  близка к нулю из-за малого контакта
молекул внутри рифленого слоя (см. вставку к
рис. 4в).

Величина  имеет максимум  при ,

где  = , т.е. ядро нуклеации

слоя льда содержит  молекул Н2О, а

“зародыш” слоя

(9)
молекул Н2О. Свободная же энергия переходного
состояния при образовании слоя

(10)

Если слой льда нарастает на ровную поверхность,

 [25], и  ≈  а

(11)

Если же слой — рифленый (как на рис. 4в), то 
близко к нулю, и , ,  ‒ тоже.
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Характерное время появления двумерного яд-
ра льда на ровной поверхности, способной вме-
стить  молекул H2O, оценивается, согласно
классической теории нуклеации фазовых перехо-
дов (см. уравнения (6), (7), (11)), как

(12)

где τ > ~ 10–11 с (см. выше; согласно детальному
расчету [25], более точна оценка τ ~ 10–5 с при
температуре порядка –1°C, но, из-за доминиро-
вания экспоненциального члена, это не очень
важно для приведенных ниже оценок). Согласно
им, 2-мерный зародыш льда возникает на стенке
площадью в 1 см2 (с которой контактирует  ~
~ 1015 молекул H2O) за годы (!) при –4°C и за се-
кунды при –6°C. Колоссальное ускорение появ-
ления льда даже при небольшом понижении тем-
пературы! За секунды же возникнет и зародыш
льда на стенке площадью в ~100 мкм2 (с которой
контактирует  ~ 109 молекул H2O) при –9°C
(ср. с характерными температурами на рис. 2); та-
кие зародыши должны иметь диаметр ~10 нм [25].
Отметим, что столь высокая чувствительность
времени образования льда к условиям опыта пря-
мо связана с отмеченной выше “нестабильностью
экспериментов” по его формированию.

Подводим итог: хотя лед не может появиться в
толще воды (путем гомогенного зародышеобразо-
вания) при температурах выше –30°C (см. выше),
он может возникнуть при примерно –6°C…–10°C
на окружающих воду стенках путем гетерогенно-
го зародышеобразования (которое вообще гораз-
до чаще встречается, чем гомогенное зародыше-
образование [38]).

До сих пор мы говорили только о времени, не-
обходимом для нуклеации льдинки, но не для ее
последующего роста, так как временем роста
льда можно пренебречь по сравнению с гораздо
большим, как правило, временем его нуклеации
[25]. Резкий скачок температуры при замерза-
нии (рис. 2) также показывает, что рост льда –
очень быстрый процесс.

Также мы до сих пор говорили только о кине-
тике замерзания, но не о кинетике таяния, потому,
что инициация плавления льда быстра: она не тре-
бует заметного предварительного перегрева воды,
так как поверхность льда изначально сходна с пере-
охлажденной водой [21, 25].
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Возможность “зарождения льда без нуклеации”
на экзотических поверхностях

Время рассмотренного выше зарождения слоя
льда на ровной поверхности (рис. 4б) обращается
в бесконечность, когда температура приближает-
ся к 0°C (см. уравнение (9)). Этот эффект возни-
кает из-за потери контактов на периферии слоя
льда. Однако этой потери (приводящей к беско-
нечно большому времени кристаллизации при
0°C) можно избежать, если связывающая лед по-
верхность имеет рифленую форму (рис. 4в).

Тогда лед может возникать не кооперативно,
без медленного фазового перехода, но для этого
требуется экзотическая (в данном случае рифле-
ная) поверхность, инициирующая образование
льда.

Приведенные выше оценки показывают, что су-
ществование, величина и наноскопическая струк-
тура лед-связывающих поверхностей чрезвычайно
важны для возникновения зародышей льда; они
определяют температуру, при которой возника-
ет лед.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Анализируя полученные данные, можно сде-

лать несколько выводов.
Чистую воду или растворы белков заморозить

не так-то просто. По крайней мере, в пробирке до
–8°C растворы прекрасно существуют в пере-
охлажденном состоянии. При этом добавление
IBP не влияет на процесс замерзания, но явно по-
вышает температуру плавления льда.

Опираясь на результаты теоретических расче-
тов, можно сделать вывод, что существенный фак-
тор, повышающий температуру замерзания пере-
охлажденной воды, ‒ наличие и структура лед-
связывающих поверхностей. Если предположить,
что задача IBP состоит в том, чтобы инактивиро-
вать такие поверхности, то становится понят-
ным, как такие белки могут выступать в роли ан-
тифриза.

Когда клетка или кровеносный сосуд имеют за-
метные (размером больше нескольких мкм2) по-
верхности, на которых могут возникнуть зародыши
льда при отрицательных температурах, необходи-
мы какие-то молекулы-“антифризы”, чтобы
связываться с этими поверхностями и блокиро-
вать рост льда на них.

На сегодняшний день мы практически ничего
не знаем о поверхностях, инициирующих образо-
вание льда (которые могут быть мишенями для
AFP). Идентификация таких поверхностей и изу-
чение их свойств станут следующим шагом в ис-
следовании действия AFP.

Предотвращение образования льда ‒ это не
единственное свойство IBP. Поскольку эти белки

связываются со льдом (рис. 1), они могут его стаби-
лизировать (это действительно так ‒ см. рис. 3).
Таким образом, IBP может служить не только в
качестве антифриза, но и в качестве белка, иници-
ирующего образование льда. Однако, как следует из
приведенных выше расчетов, линейный размер по-
верхности, пригодной для зарождения льда, должен
быть не менее ~10 нм. Это согласуется с работами, в
которых показано, что большие (~200 кДа, т.е. диа-
метром не менее 7 нм) IBP могут не только
предотвращать, но в некоторых условиях иници-
ировать образование льда [39], в то время как ма-
ленькие “работают” только как антифриз,
предотвращая образование льда.

Кроме того, слипание IBP с клеточными по-
верхностями должно стабилизировать их, что мо-
жет защитить клетки от повреждения при гипо-
термии (предшествующей появлению льда); это
согласуется с гипотезой Хирано и др. [5].

Таким образом, предполагаемое слипание IBP
с клеточными поверхностями может объяснить
два экспериментально наблюдаемых при замора-
живании клеток явления [9, 39]: (i) устойчивость
клеток к холодовому шоку при умеренном охла-
ждении до 0°C (возможно, из-за стабилизации
клеточных поверхностей при слипании с ними
лед-связывающих белков) и (ii) выживание кле-
ток при более сильном охлаждении (видимо, из-
за того, что IBP блокирует поверхности, иниции-
рующие нуклеацию льда, и тем самым предотвра-
щает появление ледяных кристаллов).

Стоит подчеркнуть, что эта работа дает прин-
ципиально иной взгляд на функционирование
AFP. Их задача состоит не в том, чтобы связы-
ваться с кристаллами льда и останавливать их
рост, а в том, чтобы связываться непосредственно
или через тончайший слой молекул воды с теми
поверхностями клеток или тканей, где могут об-
разовываться зародыши льда, тем самым предот-
вращая образование на них льда в переохлажден-
ной воде. Закупорка поверхностей, на которых
возникают зародыши льда, – единственный спо-
соб предотвратить замерзание с использованием
небольшого количества молекул антифриза.
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PHYSICAL BASIS OF FUNCTIONING OF ANTIFREEZE PROTEIN
B. S. Melnik1, * and A. V. Finkelstein1, 2

1 Institute of Protein Research, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia
2 Biology Department, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: bmelnik@phys.protres.ru

Antifreeze proteins, expressed in cold-blooded organisms, prevent the ice formation in their bodies, and thus
help them to survive in extremely cold winter temperatures. However, the mechanism of action of these pro-
teins is still not clear. In any case, it is not simply reduced to a decrease in the temperature of “normal” ice
formation. In this work, investigating the ice-binding protein (a mutant form of the antifreeze protein cfAFP
from the caterpillar Choristoneura fumiferana, which is wintering in needles), we showed that this antifreeze
protein does not at all lower the freezing point of water and, paradoxically, even increases the melting point
of ice. On the other hand, calculations based on the theory of crystallization show that at temperatures of
0°…–30°C ice can only appear on surfaces that contact with water, but not in the bulk water. These facts sug-
gest a new look at the role of antifreeze proteins: their task is not (as it is commonly believed) to bind with
nascent ice crystals already formed in the organism and stop their growth, but to bind to those surfaces, on
which ice nuclei can appear, and thus completely inhibit the ice formation in supercooled water or biological
fluid.

Keywords: ice-binding protein, antifreeze protein, ice melting, ice crystallization, ice crystallization tempera-
ture, ice nuclei, ice initiating surfaces, inhibition of ice formation
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