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摘要:目的:找到苹果最适宜的降温速率.方法:利用低

温冷台设备观测苹果组织细胞结构的变化及在降温前后

其冻结温度的变化,同时对比分析其面积、圆度、周长、直

径、变形度、体积、内压各参数的变化趋势.结果:随着降

温速率的增大,苹果细胞的结冰温度逐渐降低,冻结时间

逐渐缩短.苹果细胞７种形态学参数随之发生变化,且

变化趋势一致,随降温速率增大先减小后增大.结论:苹
果细胞适宜的降温速率为１０℃/min.

关键词:降温速率;组织损伤;形态学参数;胞内冰晶;果

蔬细胞

Abstract:Objective:Tofindthe mostsuitablecoolingrateto

meetpeople＇srequirementsforapplestoragequalityatlowtemＧ

perature．Methods:Thechangesofappletissueandcellstructure

wereobservedbylowＧtemperaturecoldtableequipment,andthe

changesoffreezingtemperaturebeforeandaftercooling were

comparedandanalyzed．Meanwhile,thechangingtrendsofarea,

roundness,circumference,diameter,deformation,volumeand

internalpressurewerecomparedandanalyzed．Results:Withthe

increaseofcoolingrate,thefreezingtemperatureandfreezing

timeofapplecellsdecreasedgradually．ThemorphologicalpaＧ

rametersofapplecellschangedwiththeincreaseofcoolingrate,

andthechangetrendwasthesame．Conclusion:Theoptimum

coolingrateofapplecellswas１０℃/min．

Keywords:coolingrate;tissuedamage;morphologicalparameＧ

ters;intracellularicecrystals;fruitandvegetablecells

应用最广泛的最佳方式的果蔬食材贮运方式是低温

贮藏[１],在此过程中,细胞组织温度下降,细胞内冰晶体

出现、重结晶发生,进而给果蔬组织细胞带来损伤[２],造

成贮藏过程中品质劣变,降低营养价值[３].

国内外很多研究人员针对低温细胞损伤做出大量研

究.Meryman等[４]研究冷冻复温过程中对细胞的损伤机

制,指明细胞外渗透压会引起细胞变形,复温过程现象与

降温过程逆过程类似,水分向外渗透对细胞产生损伤.

晏绍庆等[５]分析马铃薯在速冻下对其细胞结构的影响,

指出速冻导致细胞结构严重受损,降低了马铃薯片质地.

黎继烈等[６]指出板栗冻结缓慢使得冰晶局部集中,造成

细胞局部损伤.张哲等[７]研究葡萄冷冻—复温过程发

现,复温速率越大,复温后对细胞的损坏越大.Prestamo
等[８]利用光学显微镜研究冷冻下细胞显微结构的损伤.

鲁礼明等[９]研究草莓圣女果在不同冷冻下的形态结构破

坏情况,表明冷冻速率越快,解冻后的苹果圣女果形态结

构保存越好.刘斌等[１０]和王鹏飞等[１１]分别研究了不同

速冻速率对洋葱细胞结构、胡萝卜细胞的影响.Bank[１２]

对酵母细胞进行快速冷却,采用冷冻—压裂技术观测细

胞的结构,发现在迁移过程中酵母细胞从小冰晶体凝聚

成重结晶.刘圣春等[１３]研究不同降温速率下蚕豆细胞结

构的变化,慢冻比速冻细胞形态变化大.赵静[１４]研究表

明加大冷冻速率,对葡萄细胞机械损伤小.吴锦铸等[１５]

研究荔枝冻结规律以提高速冻荔枝商品质量.王雅博

等[１６]研究得出冷却速率越慢对洋葱细胞内表皮细胞结构

造成的机械损伤越大.

试验旨在从微观方面研究在温度载荷下果蔬细胞组

织的损伤机理,利用低温显微镜系统观察降温速率对细

胞变形程度的影响以及细胞内部的损伤演变过程,从形

态学参数出发分析苹果的损伤规律.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

烟台苹果:无损伤病害、大小一致、新鲜成熟,市售;
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低温显微镜系统(如图１所示):配有用于信息采集、

储存的计算机,BXＧ４３型生物显微镜(日本奥林巴斯公

司),FDSC１９６型冷热台(英国林克曼科学仪器公司),

Linksys３２温度控制软件.

１．CCD照相机　２．目镜　３．物镜　４．FDSC１９６型冷热台　５．光

源　６．液氮罐　７．冷热台温度控制系统　８．计算机　９．主机

图１　低温显微镜系统

Figure１　Cryogenicmicroscopesystem

１．２　方法

选取新鲜苹果,剥去外表皮,将苹果果肉切成厚度在

１９０~２００μm 范围内,在气密内腔样品室的冷热台中放

置装有果肉切片的载玻片,载玻片放置在高导热的银质

加热元件上.控制系统指令由Linksys３２软件设定发出,

对腔体温度变化进行实时跟踪并调整.温度控制由液氮

和电加热丝同时作用,控温偏差在±０．１ ℃/min,精确控

制降温、升温速率和某一点温度点的保持.设定降温速

率分别为１,２,５,８,１０,１５,２０,５０,９０ ℃/min.液氮流量

是根据所设定的降温速率和苹果样品温度,通过铂金电

阻的反馈计算液氮泵功率进行调整,液氮泵将液氮压缩

后吹扫内腔,调整螺杆控制样品在 X 轴和Y 轴移动.对

样品进行观察分析时,使样品正好投射到物镜,可通过目

镜观察,也利用显微镜上的高速摄像机将画面投到计算

机显示器上,清晰观察苹果细胞结构变化,记录变化时的

时间和温度.采集的微观细胞图片用ImageProＧplus６．０
软件进行处理分析,软件测量得到细胞的面积与周长.

１．２．１　当量直径及圆度计算　由式(１)、式(２)计算:

d ＝
４A
π

, (１)

SR ＝
４πA
l２

, (２)

式中:

d———当量直径,μm;

SR———细胞圆度;

A———细胞面积,μm２;

l———细胞周长,μm.

１．２．２　细胞变形度计算　参照文献[１７],由式(３)计算细

胞变形度.

ε＝γa－γb, (３)

式中:

ε———细胞变形度;

γa———细胞降温前长短轴之比,μm;

γb———细胞降温后长短轴之比,μm.

１．２．３　体积及内压计算　由式(４)、式(５)计算:

V ＝
l３

６π２
, (４)

ΔP ＝
hEΔl

R(１－γ２)２πr
, (５)

式中:

V———体积,m３;

ΔP———内压,N/m２;

Δl———果蔬细胞周长的变化量,m;

E———果蔬细胞壁弹性模量,取２．６７×１０７ N/m２;

R———变形后果蔬细胞的半径,m;

h———果蔬细胞壁厚度,取１．２６×１０－６ m;

γ———果蔬细胞壁的Possion比,取０．３３.

２　结果与分析

２．１　苹果细胞的冷冻过程研究分析

图２分别为以１,２,５,８,１０,１５,２０,５０,９０ ℃/min的

降温速率利用低温显微镜将苹果细胞从室温２０ ℃降温

到－３０℃的冷冻过程显微图.

由图２(a)~图２(e)可知,在１,２,５,８℃/min降温速

率下,苹果细胞出现变形,体积变小.溶质损伤和胞内冰

损失是损伤细胞的两个主要因素[１８],细胞在比较低的降

温速率下会受到溶质损失.慢冻下细胞间隙产生冰晶,

冰晶生长挤压细胞使其变形,随着冰晶的形成,细胞外部

的溶液质量摩尔浓度高于细胞内部,从而细胞间隙产生

高渗透压.随着时间的推进,细胞内水分通过细胞膜向

外流失,导致细胞萎缩.但是未造成细胞破裂,这是因为

纤维素、半纤维素等微观元素的存在,在植物细胞壁中起

骨架支撑作用,赋予细胞壁优异的韧性和抗拉强度[１９].

由图２(f)~图２(h)可知,在１０,１５,２０,５０,９０ ℃/min的

５种降温速率之下,组织细胞未大幅度变形,由于在细胞

外和细胞内同时达到结晶条件形成无数分布均匀小冰

晶,平衡了压力,苹果细胞的外形特征仍有明显差别,表
现为挤压细胞间隙,细胞扩张.这与徐茂等[２０]在快速冻

结时对烤甘薯生理指标的影响中的结论一致.

２．２　苹果细胞的结晶时间和结冰温度

在细胞不断冷冻下,细胞内部冰晶体的瞬间形成产

生光的散射现象,导致显微镜视野变暗,观察显微图像变

暗的点,确定为苹果细胞的结冰点.由图２可知,苹果细

胞在由１℃/min降温速率增大到９０℃/min的降温速率

时,对应冻结温度由－１６．８３３℃降低到－２５．１４４℃,温度

降幅达到４９．３７％.由图３可知,对应结冰时间由２０７８s
减少到５４s,持续时间也大大缩短.在较高降温速率下

的苹果细胞的温度载荷高于较低降温速率下的载荷,苹
果细胞过冷度大,相变时间短,迅速形成大量细小的冰
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图２　苹果组织细胞变化情况

Figure２　Changesofappletissuecells

晶,释放潜热大.但是在较高降温速率的降温过程中,较

大的温度载荷使得细胞内部水分无法及时渗透到细胞外

部[２１－２２].所以细胞内水分暂未向外流动就受到温度载

荷作用的影响,形成冰晶,导致细胞机械损伤.结冰温度

随降温速率的增加逐渐降低,结冰时间随降温速率增加

而减小.在１ ℃/min到９０ ℃/min降温速率变化中,当

降温速率＜８ ℃/min时,结冰时间变化幅度大.而当降

温速率＞８℃/min时,结冰时间变化较小,见图４.

２．３　苹果细胞的一维形态学参数分析

由图５、图６可知,苹果细胞周长变化量和当量直径

随降温速率的增大呈先骤降后增大的趋势.苹果组织细

胞在１℃/min的降温速率下周长变化量和当量直径变化

量最大是１１．９％,在９０℃/min的降温速率下周长变化量

最大是１１．２％ ,变化均大于１０％.由于水形成冰时体积
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图３　不同降温速率下苹果细胞的冻结时间与持续时间

Figure３　Freezingtimeanddurationofapplecellsat
differentcoolingrates

图４　结冰温度

Figure４　Freezingtemperature

要增大９％~１０％,细胞必受到机械损伤[２３],当冷却速率

比较小或者超级大时,苹果细胞内形成块状大冰晶,细胞

变形度增大,细胞组织损伤严重,果蔬品质降低.当在

２℃/min到２０ ℃/min降温速率区间时,苹果细胞变形

度均小于４％,认定组织细胞状态较好,是因为有细胞壁

的保 护,果 蔬 细 胞 仍 具 有 良 好 柔 韧 性. 当 在 低 于

２℃/min和高于２０ ℃/min降温速率区间时,对细胞机

械损伤较大,见图５~图７.

２．４　苹果细胞的二维形态学参数分析

由图８可知,细胞面积变化量随降温速率的不断增

大先减小后增大.苹果面积变化量最高３７．６９％是在降

温速率为９０℃/min的降温过程中,此时细胞损伤严重.

苹果面积变化量在１０％以下说明细胞损伤小,由图８可

知,在２℃/min到２０℃/min的降温过程中,苹果面积变

化量＜１０％.由图９可知,在降温速率比较低的情况下,

苹果细胞圆度变化呈波动状态,前后差距明显.在高于

２０℃/min的降温过程中,伴随着降温速率的增加,苹果

细胞圆度波动变小,走势愈加缓慢.

２．５　苹果细胞的三维形态学参数

细胞受均匀温度载荷时,细胞形变和细胞内压的变

化具有相关性[２４],由图１０可知,在９０ ℃/min的降温速

率下,因为降温速率比较高,水分快速冻结导致冰晶体的

图５　苹果细胞周长变化量

Figure５　Variationofcellperimeterinapple

图６　苹果细胞当量直径变化量

Figure６　Changesintheequivalentdiameter
ofapplecells

图７　苹果细胞变形度

Figure７　Degreeofcelldeformationinapple

图８　苹果细胞面积变化量

Figure８　Changeincellareaofapple
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出现和生长.由于水形成冰时体积会变成原来的１．１~
１．２倍[２５],故体积变化大,变化量高达３７．４％.由图１１可

知,在１℃/min的降温速率下,因为缓慢冻结,细胞在渗

透压 作 用 下 流 失 水 分,冰 晶 持 续 长 大 挤 压 细 胞 间

隙[２６－２７],导致体积变 化,体 积 变 化 量 高 达 ２８％.结 合

图１０和图１１可知,在１０℃/min降温速率处细胞体积变

化量都达到最小状态,仅为２．８％和１．６９％.

　　综上,细胞形态学参数变化量＞１０％的细胞损伤严

重,故在９种不同降温速率中舍弃使参数变化量在１０％
以上的降温速率,得出１０℃/min是其最佳降温速率.

图９　苹果细胞圆度变化量

Figure９　Changesofapplecellroundness

图１０　苹果细胞体积变化量

Figure１０　Changesofcellvolumeinapple

图１１　苹果细胞内压变化量

Figure１１　Changesofintracellularpressure

inapplecells

３　结论
对苹果细胞在１,２,５,８,１０,１５,２０,５０,９０ ℃/min的

冷却速率下进行细胞结构观测,研究细胞损伤机理,得出

以下结论:
(１)在处理苹果冷冻冷藏过程中引发的果蔬细胞损

伤问题时,利用得到的苹果细胞最佳降温速率,可以更好

地避免温度载荷造成的细胞损伤,尽量减少苹果干耗问

题,提高苹果的实用价值和商业价值.
(２)苹果细胞的结冰温度随冷冻速率的增加而降低,

冻结时间也大大缩短.在１℃/min到９０℃/min的降温

区间中,温度降幅达４９．３７％,而对应的结冰时间仅为原

来的１．７％.
(３)随着降温速率的不断增大,苹果细胞周长、面积

和体积均是先减小后增大的趋势.细胞内压随细胞体积

而变化.
(４)最 好 在 贮 运 过 程 将 降 温 度 速 率 控 制 在 １０~

２０℃/min.
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