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Ice-Nucleating Proteins of Bacterial Origin.
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Молекулы воды стремятся к образованию льдо-
подобных агрегатов вследствие электростатичес-
кого притяжения их полярных участков. По мере
снижения температуры и замедления теплового
движения молекул воды тенденция к агрегации уси-
ливается, а вероятность возникновения критически
большого кластера молекул быстро увеличива-
ется. Формирование зародыша кристалла доста-
точно большого размера в результате спонтанной
агрегации самих молекул воды называется гомо-
генной нуклеацией. Критический размер кластера
при –5°С составляет около 45000 молекул воды, а
при –40°С – лишь 70 [4, 28]. Таким образом, чистая
вода при охлаждении до 0°С в условиях нормаль-
ного атмосферного давления не замерзает спон-
танно. Такое состояние называется переохлажде-
нием. Капля абсолютно чистой воды замерзает в
процессе гомогенной нуклеации приблизительно
при –40°С.

В биологических системах примеси и чуже-
родные частицы, содержащиеся в воде, способны
связывать молекулы воды на своей поверхности.
Если агрегация молекул воды катализируется
каким-либо веществом, то ее считают гетероген-
ной. Если молекулы воды ориентированы таким
образом, что их расположение напоминает таковое
в зародышевом кристалле льда, а их кластер
достаточно велик, то в системе индуцируется гете-

Due to the electrostatic attraction between their
polar parts, water molecules tend to form ice-like
aggregates. As temperature drops and the thermal
movement of water molecules decreases, the tendency
to aggregation becomes stronger and the likelyhood
that a critically large cluster of molecules will emerge
increases rapidly. When a critically large nucleus is
formed by spontaneous aggregation of water molecules
themselves, the nucleation is called homogenous. The
critical size at –5°С is about 45,000 water molecules
and at –40°С only 70 molecules [4, 28]. Thus, pure
water cooled at atmospheric pressure does not spon-
taneously freeze at 0°С. This state is called supercoo-
ling. A drop of absolutely pure water freezes by homo-
genous nucleation at about –40°С.

In biological systems impurities or foreign particles
that are usually present in water attach to water
molecules on their surfaces. If aggregation of water
molecules is catalyzed by a substance other than water
molecules, the nucleation is referred to as heteroge-
nous. As water molecules may be oriented in a way
such as to resemble an ice nucleus, their cluster beco-
mes large enough, and heterogenous nucleation is indu-
ced in the system. A substance that promotes the
formation of such an embryo crystal is called an ice
nucleator or an ice nucleating agent [14, 35]. As a rule
heterogenous nucleation occurs within the temperature
range of –2...–15°С and is affected in the first place
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рогенная нуклеация. Вещество, которое способст-
вует формированию зародышевого кристалла, на-
зывается нуклеатором льда или ледонуклеиру-
ющим агентом [14, 35]. Как правило, гетерогенная
нуклеация происходит в диапазоне температур от
–2 до –15°С и на нее влияют, в первую очередь,
химическая природа и содержание веществ в замер-
зающей системе.

Все белки взаимодействуют с водой, но лишь
две их группы имеют специфические функции, свя-
занные с образованием льда – антифризные белки,
способные ингибировать рост кристаллов льда [1,
2], и белки-нуклеаторы (БН), которые инициируют
образование кристаллов льда. В настоящей работе
будет описан только один класс веществ, влия-
ющих на процесс кристаллизации – БН.

В табл. 1 приведена сравнительная характе-
ристика нуклеирующей активности различных
веществ [20].

Первые сведения о биологических нуклеаторах
появились в 1974 году [18]. В гниющих листьях
обнаружены бактерии, способные инициировать
нуклеацию Pseudomonas syringae. В дальнейшем
установлено, что нуклеирующая активность
присуща еще 10 видам бактерий: Pseudomonas
viridiflava, [21], Pseudomonas fluorescens [22],
Pseudomonas antarctica [19], Pseudomonas borea-
lis [31], Pseudomonas putida [15], Flavobacterium
sp. [31], Xanthomonas campestris [9], Erwinia
herbicola [17], Erwinia ananas [9], Erwinia uredo-
vora [23].

Нуклеирующие лед бактерии встречаются в
почве и на поверхности растений, распространены
в умеренном климате и полярных зонах [6, 31].

Бактериальная нуклеация − необычный фазовый
переход, катализируемый живыми организмами.
Нуклеирующая активность присуща лишь некото-
рым грамотрицательным бактериям, но поскольку
они широко распространены в природе, то это явле-
ние можно считать обычным. В то же время среди
представителей рода Pseudomonas встречаются
как с положительным, так и негативным по этому
признаку фенотипом [11].

Агенты, ответственные за нуклеацию льда, рас-
положены на внешней стороне мембраны бакте-
риальных клеток (рисунок). Burke M.J. и Lin-
dow S.E. предположили, что нуклеатором может
быть цилиндр высотой 7,5 нм с дископодобной
структурой на верхушке [4].

Температура нуклеации зависит не от концент-
рации бактерий и объема образца, а от количества
бактерий в образце [34], что обусловлено локализа-
цией БН бактерий на внешней поверхности мемб-
раны и размером агрегатов БН (роль агрегации в
катализе кристаллизации будет описана в следу-
ющем сообщении). В таком случае вероятность

by chemical nature and contents of substances that
are present in a freezing system.

All proteins interact with water, but only two classes
of proteins, antifreeze proteins, which are able to inhibit
ice crystal growth [1, 2], and ice-nucleation proteins
(INPs) inducing ice crystal formation, have functions
that specifically relate to ice. In this work only one
class of substances influencing crystallization  – INPs
is discussed.

The comparative description of ice-nucleating acti-
vities of various reagents is presented in Table 1 [20].

Biological nucleators were first reported in 1974
[18]. Ice-nucleating bacteria Pseudomonas syringae
were found in rotten leaves. Thereafter 10 more spe-
cies were demonstrated to have ice-nucleating activity:
Pseudomonas viridiflava, [21], Pseudomonas fluo-
rescens [22], Pseudomonas antarctica [19], Pseudo-
monas borealis [31], Pseudomonas putida [15],
Flavobacterium sp. [31], Xanthomonas campestris
[9], Erwinia herbicola [17], Erwinia ananas [9],
Erwinia uredovora [23].

Таблица 1. Сравнение температур нуклеации
различных субстанций

Table 1. Comparison of the ice-nucleating
temperatures of various substances

Примечание: * − температура, необходимая для замора-
живания: 10 % материала − Т10, 50% − Т50 и  90% − Т90.
Note: * – temperatures required to freeze 10% (T10), 50% (T50),
and 90% (T90) of the material.
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зарождения кристалла льда определяется коли-
чеством и качеством агрегатов, а не объемом, в
котором они распределены.

Кроме того, существуют штаммы P. fluores-
cens [24], E. uredovora [13], E. herbicola [25] и
Erwinia carrotovora [8], которые экскретируют
нуклеирующие агенты в культуральную жидкость.

Выделяют 3 класса нуклеирующих агентов,
продуцируемых бактериями. Клетки, активные при
–5°C или выше, от –5...–8  и –10°C, произвольно
обозначены как тип активности I, II и III соответ-
ственно (табл. 2). Однако причины таких различий
окончательно не выяснены. Кроме того, в литера-
туре также используют термины “теплые” и
“холодные” нуклеирующие агенты для нуклеато-
ров, способных инициировать кристаллизацию при
температурах выше –5°С и ниже –8°С соответ-
ственно [6].

При исследовании культур бактерий с ледонук-
леирующей активностью отмечено, что небольшая
часть клеток в культуре способна инициировать
нуклеацию при температуре выше –5°С. Например,
при –2°С менее 10–6 от всех клеток в культуре со-
держат зародышевые кристаллы льда [5], коли-
чество которых при понижении температуры уве-
личивается, однако даже в очень активных куль-
турах бактерий не каждая клетка содержит заро-
дыш кристалла льда в конкретный момент времени.
Это можно интерпретировать как “временной срез”
динамической ситуации, при которой клетки время
от времени обладают ледонуклеирующей актив-
ностью, или как способность только части клеток
популяции производить функциональный зароды-
шевый кристалл [6]. Накопленная информация
свидетельствует в пользу первого предположения,

Ice-nucleating bacteria are identified in soil and on
plants; they are spread both in the temperate climate
and in the polar zones [6, 31].

Bacterial ice nucleation represents an unsusual case
of a phase transition catalyzed by biological entities.
Although bacterial ice nucleation is limited to some
gram-negative species, they are ubiquitously spread in
nature, which makes this phenomenon common. At
the same time there are both ice-nucleating-positive
and ice-nucleating-negative bacteria among the
specimens of the genera Pseudomonas [11].

Agents located on the outer membrane of the
bacterial cells are responsible for the ice nucleation
(Figure). Burke M.J. and Lindow S.E.  proposed that
the most likely nucleation structure consisted of a disk-
like ice nucleator on top of a cylinder that is 7.5 nm
high [4].

The nucleation temperature depends not on bacte-
rium concentration or on a sample volume, but on the
quantity of bacteria in the sample [34], which is likely
to be due to location of INPs on the bacterial surface
and INP aggregate sizes (the role of aggregation in
crystallization catalysis will be described in the next
report). The probability of nucleation is then related to
numbers and quality of aggregates and not to the
volume in which the aggregates are distributed.

Besides, the strains P. fluorescens [24], E. ure-
dovora [13], E. herbicola [25] and Erwinia carro-
tovora [8] were reported to release the extracellular
nucleating materials into the culture fluid.

Bacterial nucleating agents were classified in 3
types. Cells active at –5°C or warmer, at –5...–8°C or
at –10°C were arbitrarily assigned as type I, type II,
or type III activity, respectively (Table 2). Nevertheless
roots of these differences were still unclear. Also, the
terms “warm” and “cold” nucleating agents capable
for initiating crystallization at the temperatures warmer
than –5°С and colder than –8°С, respectively, are used
in literature [6].

The studies in ice-nucleating bacterium cultures
revealed that few cells in the culture were active as
ice catalysts at temperatures warmer than –5°С. For
example, less than 10–6 of all cells in a culture contain
ice nuclei at  –2°С [5]. Ice nuclei active at colder tem-
peratures are much more numerous, however even in
very active cultures not every cell contains an ice
nucleus at a given time. It can be interpreted either as
a “snapshot” of a dynamic situation whereby cells only
transiently express ice nucleation activity or as ability
of only a small subset of the cell population to produce
a functional ice nucleus [6]. All available information
suggests that the former hypothesis is correct, since
subtle changes in the environment of cells can cause
preformed INPs in cells to rapidly produce ice-nuc-
leating sites [16, 26]. In addition to it different strains
of a bacterial species differ greatly in their ability to

Трансмиссионная электронная микроскопия ледонук-
леирующей бактерии P. viridiflava KUIN-3. Стрелки ука-
зывают на нуклеирующие агенты. Отрезок на фото-
графии соответствует 0,5 мкм [12].
Transmission electron micrograph of the ice-nucleating
bacterium P. viridiflava KUIN-3. The arrows show ice-
nucleating agents. The bar indicates 0.5 µм [12].
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так как при небольших изменениях в окружающей
среде заранее накопленные БН начнут быстро
производить сайты нуклеации [16, 26]. Кроме того,
различные штаммы могут существенно отличать-
ся способностью формировать зародыши кристал-
лов льда. В одних штаммах практически каждая
клетка активна при –10°С, а в других при той же
температуре на каждые 10 млн клеток не всегда
встречается клетка с нуклеирующей активностью
[10].

Зависимость локусов замерзания, нормиро-
ванная на количество клеток, от температуры назы-
вается кумулятивным спектром [29]. После иссле-
дования кумулятивных спектров некоторых
бактериальных культур было отмечено, что в
спектре присутствуют три четко различимые
области, что подразумевает существование трех
классов нуклеирующих структур [27] (табл. 2).
Было предложено разделить ледонуклеирующие
структуры на классы А, В и С на основании изуче-
ния физических свойств и химической природы.
Соответствие структур, обозначенных как тип І, и
структур, входящих в класс А неоспоримо, однако
классификация на основе температурных диапа-
зонов нуклеации несовершенна, поскольку при
таком подходе компоненты с характеристиками,

produce ice nuclei. In some strains, nearly every bacte-
rial cell is active at –10°С; in other strains fewer than
one in 107 of the cells are active at the same tempe-
rature [10].

A plot of freezing nucleus units per bacterial cell
versus temperature is called a cumulative nucleation
spectrum [29]. After cumulative spectra of several
bacterial cultures had been investigated, it became
apparent that there were three distinguishable areas
in them, which implied existence of three classes of
nucleating structures [27] (Table 2). It was proposed
to divide ice-nucleating structures into classes А, В
and С on the grounds of studies of their physical
properties and chemical nature. Although there is irre-
futable correspondence, for example, between type I
and class A structures, classification based on nuc-
leation temperature diapasons is imperfect, since this
approach makes discrimination of components that have
properties midway between those of class A and class
B structures difficult. That is why Turner М.А. et al.
think that the classification proposed by them has an
advantage, as it is based on the main difference in
physical properties of specimens from the different
classes: capacity for nucleation of heavy water, which
is defined as difference between freezing temperatures
of D2O and H2O [27]. The most pertinent for this

Таблица 2. Классификация БН бактериального происхождения
Table 2. Bacterial INPs classification

промежуточными между
свойствами структур клас-
сов А и В, трудно разли-
чить. Поэтому Turner М.А.
et al. считают, что предло-
женная ими классификация
имеет преимущество, так
как она базируется на ос-
новном различии физичес-
ких свойств представителей
разных классов: способнос-
ти вызывать нуклеацию
тяжелой воды, которая оп-
ределяется как разница
между температурой за-
мерзания D2O и H2O [27].
Существенным фактором
является более высокая
способность D2O (по срав-
нению с H2O) взаимодейст-
вовать с гидрофобными
областями белковых моле-
кул  [3]. Структуры класса
А, которые в большей сте-
пени  способны нуклеиро-
вать D2O, более гидрофоб-
ны, чем структуры класса
В [27]. Структуры класса С
достаточно эффективно
нуклеируют D2O и, воз-
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можно, являются более гидрофобными по срав-
нению со структурами класса В. Хотя данный
метод не позволяет выявить отличия классов А и
С, их структуры характеризуются различной
чувствительностью к изменению рН, органичес-
ким растворителям и гидролазам.

Чтобы агент был способен формировать заро-
дышевый кристалл необходимы следующие ус-
ловия: пространственное сходство с кристалличес-
кой решеткой льда; небольшой поверхностный
заряд и высокая гидрофобность [7]. Наиболее полно
этим требованиям отвечают структуры класса А.

Таким образом, нуклеаторы бактерий − это
агенты, инициирующие кристаллизацию при
высоких отрицательных температурах (–5...–4,5°С
и выше) (табл. 2) и расположенные либо на внеш-
ней стороне мембран бактерий, либо экскретируе-
мые в культуральную среду. В настоящее время
их принято подразделять на 3 класса в зависи-
мости от активности и природы составляющих
компонентов. Биологическая функция БН опреде-
лена их структурой. При исследовании этих сое-
динений возникла нестандартная ситуация: гены
БН ряда бактерий охарактеризованы детально в
ранних работах [30, 32], а вторичная и третичная
структуры БН оставались долгое время предме-
том теоретических предположений и лишь сравни-
тельно недавно появились экспериментальные ра-
боты по этим проблемам. Вопросы, связанные со
структурой БН и организацией их генов, будут
освещены в следующем сообщении.

system factor is the increased ability of D2O (as
compared to H2O) to interact with hydrophobic
domains of proteins  [3]. The class А structures, which
nucleate D2O to a greater extent, are more hydrophobic
than the class В structures are [27]. The class С struc-
tures can rather effectively nucleate D2O and appear
to be more hydrophobic than the class B structures
are. While this approach does not distinguish class A
from class C, their structures differ by pH, organic
solvent and hydrolase sensitivities.

The following conditions are necessary for an agent
to form an embryo crystal: spatial likeness to ice crystal
lattice; little surface charge and high hydrophobicity
[7]. The class A structures are best suited for these
requirements.

Thus, bacterial ice nucleators are agents initiating
crystallization at warm negative temperatures (–5...
–4.5°С and warmer) (Table 2) located either on outer
membranes of bacterial cells or released into culture
media. At present it is accepted to subdivide them into
3 classes depending on their activity and identity of
their components. Biological function of INPs is
determined by their structure. An atypical situation
arose when these compounds were studied: INP genes
of a number of bacteria were characterized in the early
works [30, 32], while secondary and tertiary structures
of INPs remained a subject of theoretical assumptions
for a long time, and only recently experimental
researches in these problems were reported. The issues
concerning INP structure and their gene organization
will be discussed in the next report.
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