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冷冻 复温过程中葡萄细胞结晶变化研究
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摘要：利用低温显微镜系统对葡萄进行了冷冻 复温实验，研究了葡萄细胞在冷冻 复温过程的结晶变化。通过分

析冷冻 复温过程的葡萄细胞显微图像、细胞体积、内压、渗透率的变化，发现：葡萄细胞的结冰温度随冷冻速率的

增加而降低；葡萄细胞的体积变化总趋势是随温度的降低而减小，但由于细胞内自由水体积的变化，在 －５～０℃细

胞体积会有所增大。在 １４℃／ｍｉｎ、５０℃／ｍｉｎ冷冻速率下细胞体积分别减小了 ５４５％，２６３％。冷冻速率越大，细

胞体积变化越小；冷冻过程中葡萄细胞的渗透系数随温度的降低而降低，随冷冻速率的降低而降低。在葡萄细胞

的冷冻 复温过程中，提高复温温度能有效减少细胞的破损。
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　　引言

随着生活水平的提高，人们对果蔬的要求已从

数量型逐步转向质量型，对冷冻保鲜果蔬的质量要

求也越来越高。国内外许多学者对细胞在冷冻过程

中的变化做了大量研究
［１－１０］

。ＭＥＲＹＭＡＮ等［１］
研

究了冷冻复温对细胞的影响，指出细胞外渗透压会

使细胞变形，而在复温过程中，由于冰晶的融化，水

分由内向外渗透，相当于是降温过程的逆过程。

ＢＡＮＫ［２］的再结晶研究中，将酵母细胞以快速冷却
的方式使其在胞内形成很细的冰晶。在复温过程

中，测量酵母细胞的再结晶过程。ＭＡＣＫＥＮＺＩＥ［３］将
酵母细胞以快速冷却形成胞内冰，再快速复温到常

温，测定各自的存活率。ＤＩＬＬＥＲ［４－５］利用显微技
术观测细胞降温过程中的体积变化。ＡＣＨＡＲＹＡ
等

［６］
利用低温显微镜研究了细胞在不同降温速率

下的体积变化，并计算出了细胞膜对水分的渗透系

数。ＳＯＰＨＩＥ等［７］
对苹果和芒果分别在不同条件下

进行冷冻，得到不同条件下的品质、颜色、水分、细胞

壁成分及结构、可溶性固形物的变化。在国内，樊振

江等
［８］
研究了速冻温度和速冻前漂烫过程对猕猴

桃果丁细胞结构和品质的影响。晏绍庆等
［９］
、黎继

烈等
［１０］
研究了速冻温度和速冻前漂烫过程对猕猴

桃果丁、马铃薯、板栗仁细胞结构和质构特性的影

响。但现有文献对果蔬在冷冻 复温过程中细胞结

晶的变化研究较少，因此本文从果蔬细胞微观角度

出发，利用低温显微镜系统对果蔬冷冻 复温过程中

细胞结晶的变化进行研究，以优化低温贮藏果蔬的

温度梯度，完善果蔬低温贮藏保鲜产业。

１　实验材料与方法

１１　实验设备
采用低温显微镜系统研究冷冻 复温过程中果

蔬细胞结晶的变化，如图 １所示，包括用于信息采
集、储存的计算机，光学显微镜，ＢＣＳ １９６型冷热台
及其温度控制系统。显微镜上装有用于拍摄图片的

ＣＣＤ照相机，冷热台可实现 －１９６～１２５℃内升降温
速率的精确温度控制，精度可达到００１℃。

由液氮罐中液氮提供冷源，小型液氮泵提供动

力，电加热器提供热源，温度控制器控制液氮流量及

加热功率。系统的关键组件冷热台由银质加热块、

测温元件以及密闭腔室组成。果蔬样品放置在

０１７ｍｍ厚的盖玻片上，盖玻片放置在高度抛光的
银质加热元件上。银质加热元件保证了极佳的热传

递和温度测量，精度高于 ０１℃的铂电阻传感器提
供了非常精确和稳定的温度信号，可以有效控制果

图 １　低温显微镜系统

Ｆｉｇ．１　Ｃｒｙｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓｙｓｔｅｍ
１．ＣＣＤ照相机　２．目镜　３．物镜　４．冷热台　５．光源　６．液氮

罐　７．冷热台温度控制系统　８．计算机
　

蔬温度。样品腔室是气密的，气体阀可以控制腔室

内的环境。计算机通过 Ｌｉｎｋｓｙｓ软件控制整个实验
系统。本文所有葡萄细胞图像通过显微镜放大 ５００
倍，由 ＣＣＤ照相机拍摄结晶变化。
１２　实验材料

实验所用的红提葡萄采购于天津市北辰区韩家

墅农产品批发市场。

１３　实验方法
选取新鲜葡萄，剥去葡萄皮，而后利用切片机将

葡萄果肉切片（厚度 １９０～２００μｍ），并放在载玻片
上，用低温显微镜系统观察细胞结晶的变化。利用

冷热台温度控制程序对葡萄切片进行冷冻 复温过

程的温度和速率调节，设定冷冻速率分别为 ２、６、８、
１１、１４、２０、５０、９０℃／ｍｉｎ。利用 ＣＣＤ照相机对细胞
图片进行拍摄，由存储设备记录冷冻 复温过程的时

间和温度，用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ软件对冷冻 复温过程的

细胞变化进行分析。

２　结果分析

２１　葡萄细胞的结晶图
在冷冻过程中，当温度降到葡萄冰点以下，细胞

就会结晶然后进一步结冰。细胞内部首先形成树枝

状冰晶，随着温度继续降低，冰晶不断扩散，相邻冰

晶不断连接直到水全部结冰为止，细胞组织的结晶

以及结冰会严重破坏细胞的形状。由低温台 ＣＣＤ
照相机拍摄的 ６、８、１４、２０℃／ｍｉｎ降温速率下，葡萄
细胞的冰晶生长过程如图 ２所示，为了便于观察用
红线标出完整葡萄细胞的冰晶生长区域。

由图 ２葡萄细胞的冰晶生长图可知，细胞间隙
会先出现细小的冰晶，随着温度降低细小的冰晶呈

树枝状扩散。当形成的冰晶扩散到细胞内部由于细

胞内部面积远远大于细胞间隙且没有细胞膜的阻

碍，细胞内部会被结晶瞬间覆盖，显微图像会瞬间变

暗。这是因为细胞结晶的瞬间，出现了光的散射，使

视野下的细胞内部突然变暗，此现象与 ＡＣＫＥＲ
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图 ２　葡萄细胞的冰晶生长过程图

Ｆｉｇ．２　Ｉｃｅｃｒｙｓｔａｌｇｒｏｗｔｈｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｇｒａｐｅｓｃｅｌｌ
　
等

［１１］
研究结论一致。通过对比 ６、８、１４、２０℃／ｍｉｎ

不同降温速率下的葡萄细胞结晶图，可以明显看出

在２０℃／ｍｉｎ时，结晶在细胞间隙的形成过程最完
整，因此，降温速率越大，对于葡萄细胞的伤害越小。

２２　葡萄细胞的冷冻显微过程
由于细胞冷冻过程中细胞内部冰晶的瞬间形成

会发生光的散射使显微视野突然变暗，因此只选择

在冻结过程中保持完整形状的细胞进行观察，实验

利用低温显微镜对不同冷冻速率下的葡萄细胞进行

观察，以８、１４、２０、５０℃／ｍｉｎ不同冷冻速率为例对实
验结果进行分析，如图 ３所示。为了清晰地表现细
胞随着温度降低的变化，用红线描绘出了显微镜视

野内一个完整的细胞轮廓。

图３表示分别以 ８、１４、２０、５０℃／ｍｉｎ的冷冻速
率利用低温台将葡萄细胞从室温 ２８℃ 降温到
－５０℃的冷冻过程显微图，由图可知，伴随着冷冻过
程的进行，葡萄细胞会逐渐褶皱，变形，体积会变小，

这是由于冷冻过程中冰晶首先在细胞间隙中形成，

会使细胞被挤压变形，并且由于冰晶的生成细胞间

隙形成高渗透压，细胞内的水分不断通过细胞膜外

流，使细胞脱水、皱缩，进而细胞体积变小，由图３可
观察到在８、１４、２０、５０℃／ｍｉｎ冷冻速率下细胞显微

图 ３　葡萄细胞的冷冻过程图

Ｆｉｇ．３　Ｆｒｅｅｚｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｇｒａｐｅｃｅｌｌ
　

图分别在 －２４８℃、－２５℃、－３１１℃、－４７９℃时
变暗，这是由于不同降温速率下葡萄细胞的结冰温

度是不同的。细胞内部首先形成树枝状冰晶，随着

温度继续降低，冰晶不断扩散，相邻冰晶不断连接直

到水全部结冰为止，而在结冰的瞬间由于光的散射，

显微视野瞬间变暗，本文将显微视野瞬间变暗的时

刻温度定义为结冰温度。

２３　葡萄细胞的结晶时间和结冰温度

在细胞冷冻过程中，观察葡萄细胞在冷冻过程

中的显微图像瞬间变暗的温度点记录为细胞结冰

点，并计算相应结冰时间，如表 １所示［１２－１３］
。尽管

大量液态水不会在远低于 ０℃以下情况下不结冰，
但是极少量的液态水却可以在远低于 ０℃以下仍保
持液态水的状态，本文所用葡萄切片的体积非常小，

含有极少量的水分，因此可以实现在低温度下结晶，

这与曾彦彰
［１４］
的研究结论一致。

表 １　葡萄冷冻 复温过程的结冰温度与结冰时间

Ｔａｂ．１　Ｆｒｅｅｚｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓａｎｄｔｉｍｅｄａｔａｄｕｒｉｎｇ

ｆｒｅｅｚｉｎｇｔｈａｗｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ

冷冻速率／（℃·ｍｉｎ－１） 结冰温度／℃ 结冰时间／ｓ

２ －２２９ １５２７００

６ －２４９ ５２９００

８ －２４８ ３９６００

１１ －２５７ ２９２９０

１４ －２５０ ２２７１０

２０ －３１１ １７７３０

５０ －４７９ ９１０８

９０ －５４１ ５４７３

　　由表 １可知，葡萄细胞的结冰温度由 ２℃／ｍｉｎ
时的 －２２９℃变化到５０℃／ｍｉｎ时的 －４７９℃，温度
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下降幅度达１００％，而对应的结冰时间由 １５２７００ｓ
变化到９１０８ｓ，用时约为原来的６％，快速降温时葡
萄细胞过冷度较大，相变时间短，会形成细小的冰

晶，且冰晶生长速度快，因此相变过程释放的潜热

大。慢速降温葡萄细胞过冷度较小，相变时间长，会

形成较大冰晶，且冰晶生长速度慢，因此相变过程释

放的潜热少，这与潘见等
［１５］
对草莓冷冻过程中的潜

热变化测定一致。结冰温度随冷冻速率增加而降

低，结冰时间随冷冻速率增加而减小。由 ２℃／ｍｉｎ
到５０℃／ｍｉｎ冷冻速率变化过程中，当冷冻速率低于
１４℃／ｍｉｎ时，结冰时间变化非常剧烈，最长时间变
化率为 ６５３％。而当冷冻速率大于 １４℃／ｍｉｎ时，
结冰时间变化较小，最长时间变化率为 ４８６％。见
图４、５。

图 ６　葡萄细胞体积和内压变化曲线

Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｆｃｅｌｌｖｏｌｕｍｅａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ

图 ４　葡萄细胞结冰温度

Ｆｉｇ．４　Ｆｒｅｅｚｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｆｇｒａｐｅｃｅｌｌ
　

２４　葡萄细胞内压、体积及渗透率计算
利用软件 Ｉｍａｇｅｐｒｏ对上述显微图像进行处理，

可直接获得显微图像中的细胞面积、周长。为便于

计算，对葡萄细胞进行理想化假设，假设细胞为球

图 ５　葡萄细胞结冰时间

Ｆｉｇ．５　Ｆｒｅｅｚｉｎｇｔｉｍｅｏｆｇｒａｐｅｃｅｌｌ
　
形

［１６］
，则可求细胞体积和细胞内压，由此可得到细

胞体积与内压的变化关系
［１７］
。

假设细胞所受各向载荷均匀，植物细胞内压变

化量的计算公式为

ΔＰ＝ ｈＥΔｌ
Ｒ（１－γ２）２πｒ

（１）

式中　ｈ———细胞壁厚度，取１２５×１０－６ｍ
Ｅ———细胞壁弹性模量，取２６７×１０７Ｎ／ｍ２

Δｌ———细胞周长的变化量，ｍ
γ———细胞壁的 Ｐｏｉｓｓｏｎ比，取０３３
ｒ———初始细胞半径，ｍ
Ｒ———变形后细胞的半径，ｍ

由图６可知葡萄细胞体积变化的总趋势是随温
度的降低而减小，而在 －５～０℃细胞体积会有所增
大，而内压变化则相反，随体积减小而增大，这是因

为在冷冻开始时，细胞组织并没有冰晶形成，细胞体

积基本不变，内压很小，当温度降到 －５～０℃，细胞
内的自由水体积会增大，使细胞体积增大，内压减

小，随着冷冻时间的延长，温度的降低会使细胞间隙
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的水分先形成冰晶，对细胞造成挤压，细胞体积褶皱

变小，而导致细胞内压升高，细胞内压的升高使细胞

内的水分外流，细胞间隙冰晶体积逐渐增大，因此在

冷冻过程中，细胞体积会先增大再逐渐变小，而细胞

内压会随体积的减小而升高。在 １４、２０、５０℃／ｍｉｎ
冷冻速率下细胞体积分别减小了 ５４５％、２９３％、
２６３％，可以发现冷冻速率越大，细胞体积变化越
小。

细胞的渗透率计算式
［１８］
为

Ｋ＝－ １
Ａ（ｔ）（Ｐ（ｔ）－Ｐｉ）

ΔＶ（ｔ）
Δｔ

（２）

式中　Ａ（ｔ）———细胞渗透面积，ｍ２

Ｐ（ｔ）———ｔ时刻细胞内压，Ｐａ
Ｐｉ———初始时刻细胞内压，取２×１０

５Ｐａ［１９］

ΔＶ（ｔ）———ｔ时刻细胞的体积变化量，ｍ３

Δｔ———时间间隔，ｍｉｎ
由图７可知，渗透系数随温度降低而降低，渗透

系数随冷冻速率降低而降低。在８、１４、２０℃／ｍｉｎ时
渗透系数变化率分别为 ６５％、６４１％、６３９％，这是
由于在冷冻过程中，细胞间隙会先形成冰晶，冰晶使

细胞间隙的渗透压高于细胞内部，此时细胞内的水

分通过细胞膜流向细胞间隙，随着温度进一步降低，

细胞内部也形成了大量冰晶，细胞间隙的渗透压减

低，细胞内水分流入细胞间隙的速度降低，而当渗透

系数降低为零时，说明冻结过程已经结束，细胞内外

不再发生渗透作用。

图 ７　葡萄细胞渗透系数

Ｆｉｇ．７　Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｇｒａｐｅｃｅｌｌ
　

３　葡萄细胞的复温过程

将葡萄细胞分别以 ８、１４、２０、５０℃／ｍｉｎ的冷冻
速率冷冻到 －５０℃，再分别以相同的冷冻速率将葡
萄细胞复温到室温２８℃左右，利用低温显微镜对上
述不同冷冻速率下的葡萄细胞复温过程进行观察。

图８为分别以 ８、１４、２０、５０℃／ｍｉｎ的冷冻速率
利用低温台将葡萄细胞从 －５０℃升温到室温 ２８℃
并保持３ｍｉｎ的复温过程显微图。可以发现，伴随
着复温过程的进行葡萄细胞显微视野由模糊逐渐变

图 ８　葡萄细胞的复温过程图

Ｆｉｇ．８　Ｔｈａｗｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｇｒａｐｅｃｅｌｌ
　
清晰，并且复温到室温后的葡萄细胞已经破损，细胞

的完整形态已经破坏。这是由于对葡萄细胞进行复

温操作时，温度升高，冰晶融化，如果冰晶对细胞所

产生的机械损伤较为严重，使细胞壁断裂，并使细胞

膜产生较大缝隙，则融化后的细胞质会通过细胞膜

的缝隙流失，使细胞严重破损。

复温温度也是影响葡萄细胞复温过程的重要因

素。因此以８、１４、２０、５０℃／ｍｉｎ的复温速率为例，将
葡萄细胞分别冷冻到结冰温度以上５℃和１０℃继而
复温到室温２８℃，观察葡萄细胞的变化。红线表示
显微镜视野内一个完整的细胞轮廓。

图 ９　葡萄细胞在不同温度下以 ８℃／ｍｉｎ复温对比图

Ｆｉｇ．９　Ｇｒａｐｅｃｅｌｌｐｉｃｔｕｒｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｈａｗｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

ｕｎｄｅｒ８℃／ｍｉｎ

图９为葡萄细胞在８℃／ｍｉｎ的速率下复温过程
图，图 ９ａ、９ｂ分别给出了葡萄细胞的初始显微图和
复温后的显微图。由表１可知在８℃／ｍｉｎ的冷冻速
率下葡萄细胞的冰点为 －２４８℃，图９ａ表示将葡萄
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细胞从２８℃冷冻到冰点以上 ５℃（即 －１９８℃）后
复温到室温 ２８℃左右并保持 ３ｍｉｎ过程的显微图，
图９ｂ表示降温到冰点以上１０℃（即 －１４８℃）后复
温到 ２８℃左右的显微图。图 １０表示在 １４℃／ｍｉｎ
速率下葡萄细胞的复温图，由表 １可知在 １４℃／ｍｉｎ
冷冻速率下葡萄细胞的冰点为 －２５℃。图 １０ａ、１０ｂ
分别为葡萄细胞冷冻到冰点以上５℃（即 －２０℃）和
冰点以上 １０℃（即 －１５℃）再进行复温的显微图。
可知在 ８、１４℃／ｍｉｎ速率下冷冻到结冰点以上 ５℃
后以相同速率复温

［１１］
，葡萄细胞细胞壁发生断裂，

细胞膜破损，细胞内液流失，细胞的完整形态被破

坏，虽然在此过程中没有冰晶产生，但是由于葡萄细

胞在冷冻时的过冷度过大，使细胞壁在复温后伸缩

性变差，导致细胞壁破损。细胞处在温度低的环境

下，过冷度较大，会影响细胞膜的流动性，这是由于

细胞膜的流动性与膜中磷脂的流动性有直接关系，

膜中的饱和磷脂和不饱和磷脂交替排列，温度较低

的情况下，使细胞膜发生膜相分离，使不饱和磷脂和

饱和磷脂各自聚到一起，此时细胞膜的完整性受到

破坏，因此复温后细胞膜的流动性和伸缩性变差，导

致细胞破损，这与孙明哲
［２０］
在低温胁迫对玉米幼苗

生理指标的影响中的结论一致。而将葡萄切片冷冻

到冰点以上 １０℃进行复温，葡萄细胞壁没有断裂，
维持基本形态，但细胞出现皱缩变形。

图 １０　葡萄细胞在不同温度下以 １４℃／ｍｉｎ复温对比图

Ｆｉｇ．１０　Ｇｒａｐｅｃｅｌｌｐｉｃｔｕｒｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｈａｗｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｕｎｄｅｒ１４℃／ｍｉｎ
　
图１１为葡萄细胞在不同温度下以 ２０℃／ｍｉｎ复

温的复温图，由表１可知在２０℃／ｍｉｎ速率下将葡萄
细胞的冰点为 －３１１℃，因此将葡萄细胞冷冻到
－２６１℃和 －２１１℃后开始复温到室温 ２８℃左右，
图１２表 示 在 ５０℃／ｍｉｎ下 葡 萄 细 胞 的 冰 点 为
－４７９℃，因此将葡萄细胞冷冻到 －４２９℃ 和
－３７９℃后开始复温到室温 ２８℃左右，复温后观察
细胞膜严重破损，细胞壁断裂，汁液外流。葡萄细胞

严重破损，对比图９、１０和图１１、１２说明复温速率越
大，复温后对细胞的破坏越大。

图 １１　葡萄细胞在不同温度下以 ２０℃／ｍｉｎ复温对比图

Ｆｉｇ．１１　Ｇｒａｐｅｃｅｌｌｐｉｃｔｕｒｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｈａｗｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｕｎｄｅｒ２０℃／ｍｉｎ
　

图 １２　葡萄细胞在不同温度下以 ５０℃／ｍｉｎ复温对比图

Ｆｉｇ．１２　Ｇｒａｐｅｃｅｌｌｐｉｃｔｕｒｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｈａｗｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｕｎｄｅｒ５０℃／ｍｉｎ
　

４　结论

（１）葡萄细胞的结冰温度随冷冻速率的增加而
降低，而且速率越大，结冰时间越短，由 ２℃／ｍｉｎ到
５０℃／ｍｉｎ冷冻速率变化过程中，细胞的结冰温度下
降幅度达 １００％，而对应的结冰时间仅为原来的
６％。

（２）葡萄细胞体积变化的总趋势是随温度的降
低而减小，由于细胞内的自由水体积在 －５～０℃会
增大，使细胞体积有所增大。

（３）冷冻过程中葡萄细胞的渗透系数随温度的
降低而降低，随冷冻速率的降低而降低。

（４）在葡萄细胞的冷冻 复温过程中，冷冻到结

冰温度１０℃以上再进行复温过程能有效减少细胞
的破损；复温速率越大，复温后对细胞的破坏越大。

６１２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１６年
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