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Криоконсервирование первично трипсинизированных 
клеток фибробластов эмбрионов кур с использованием 
разных криопротекторов 

РЕЗЮМЕ
Криоконсервирование является оптимальным способом хранения клеток при сверхнизких температурах. Для уменьшения гибели клеток от воздействия 
низких температур к суспензии клеточной культуры добавляют криопротекторы. Сочетания различных криопротекторов образуют криозащитные среды. 
В качестве криопротекторов могут быть применены этиленгликоль, глицерин, диметилсульфоксид, сахароза, декстран, пропиленгликоль, альбумин, по-
ливинилпирролидон и сыворотка крови. При проведении работ по криоконсервированию необходимо подобрать криопротектор, обеспечивающий наи-
большую выживаемость клеток после хранения и оттаивания. В данной статье представлены результаты экспериментов по сравнению эффективности ди-
метилсульфоксида, этиленгликоля и глицерина при криоконсервировании первично трипсинизированных клеток фибробластов эмбрионов кур. В результате 
эквилибрации клеточной суспензии (инкубирования при комнатной температуре) с сывороткой и указанными криопротекторами разных концентраций 
для замораживания были выбраны варианты суспензий, содержащие различные соотношения криопротекторов и сыворотки. Ранее было установлено, 
что по истечении 12 месяцев наблюдения при использовании в качестве криопротектора диметилсульфоксида наибольшее количество выживших кле-
ток (46%) наблюдалось в суспензии, содержащей 20% фетальной сыворотки и 10% диметилсульфоксида. Количество выживших клеток при наличии в со-
ставе криозащитной смеси 10% фетальной сыворотки и 5% этиленгликоля было несколько ниже и составило 36% по истечении 12 месяцев наблюдения. 
Было показано, что глицерин обладает слабыми протективными свойствами по отношению к клеткам фибробластов эмбрионов кур. Спустя 8 месяцев 
хранения количество выживших клеток в суспензии, содержащей 10% сыворотки и 5% глицерина, составило 22%, при последующем хранении живых клеток 
в данной смеси не выявляли. Пролиферативные свойства клеток и чувствительность их к вирусам сохранялись на протяжении 12 месяцев эксперимента. 
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SUMMARY
Cryopreservation is the optimal way to store cells at ultra-low temperatures. Cryoprotectants are added to cell culture suspension to reduce cell death due to ex-
posure to low temperatures. Cryoprotective media contain combinations of various cryoprotectants. Ethylene glycol, glycerin, dimethyl sulfoxide, sucrose, dextran, 
propylene glycol, albumin, polyvinylpyrrolidone and blood serum can be used as cryoprotectants. For cryopreservation it is necessary to select a cryoprotectant that 
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Для проведения работ по криоконсервированию 
культур клеток важным аспектом является оптималь-
ный подбор криопротектора – вещества, защищающего 
клетки от повреждающего действия заморозки [6, 11]. 
Существует два типа криопротекторов: проникающие, 
которые поступают внутрь клетки (диметилсульфок-
сид – ДМСО, глицерин, этиленгликоль, пропиленгли-
коль), и непроникающие, которые создают внешнюю 
защитную среду для клетки (сахароза, декстран, аль-
бумин, поливинилпирролидон)  [11–14]. В сочетании 
с криопротектором применяются стабилизаторы, кото-
рыми чаще всего являются сыворотки крови [6–8, 13]. 
Известно об использовании в качестве криозащитной 
среды для клеток фибробластов человека смеси эмбри-
ональной сыворотки, ДМСО и наночастиц золота [15]. 
В ходе разработки методов криоконсервирования раз-
ных видов культур клеток были получены результаты, 
отражающие высокую степень выживаемости клеток 
(первичных – около 58%, перевиваемых – более 90%) 
после замораживания [2, 12]. Существует очень много 
комбинаций консервирующих сред. Наиболее часто 
на практике применяется смесь клеточной суспензии, 
сыворотки и криопротектора [6–8].

Культура клеток ФЭК имеет важное практическое 
значение в вирусологии и биологической промышлен-
ности, поэтому поиск новых, оптимальных комбинаций 
консервирующих сред при заморозке клеток остается 
актуальным. Ранее была проведена работа по подбору 
оптимального сочетания ДМСО и сыворотки для крио-
консервирования первично трипсинизированных 
клеток ФЭК [16], однако с другими криопротекторами 
подобные исследования не проводились. 

Цель данной работы заключалась в  изучении за-
щитных свойств различных криопротекторов при 
криоконсервировании первично трипсинизирован-
ных клеток ФЭК и сравнении их эффективности. При 
этом оценивались такие показатели, как выживаемость 
клеток после хранения при сверхнизких температурах, 
пролиферативные свойства и восприимчивость клеток 
к вирусам после замораживания. 

ВВЕДЕНИЕ
Криоконсервирование широко используется для 

длительного хранения живых клеток, тканей, органелл, 
органов и целых организмов при сверхнизких темпера-
турах в течение длительного периода времени (от не-
скольких месяцев до нескольких лет). В частности, крио - 
консервирование является оптимальным способом 
хранения культур клеток кишечнополостных [1] и дру-
гих живых организмов, спермы и эмбрионов млекопи-
тающих и т. д. Также проведен ряд работ по усовершен-
ствованию методов замораживания репродуктивного 
материала рыб [2, 3]. В последние годы разрабатыва-
ются и  совершенствуются методы криоконсервиро-
вания клеток и  тканей человека. Так, сотрудниками 
ФГБУ  «Российский научно-исследовательский инсти-
тут гематологии и  трансфузиологии Федерального 
медико- биологического агентства» (г. Санкт-Петербург) 
был усовершенствован безаппаратный метод криокон-
сервирования эритроцитов [4]. Учеными Японии был 
разработан метод криоконсервирования культуры 
эндотелиальных клеток роговицы глаза человека [5].

Немаловажными являются и разработки по крио-
консервированию культур клеток животных и изуче-
нию биологических свойств клеток, подвергавшихся 
заморозке. Сотрудниками ФГБУ  «ВНИИЗЖ»  (г.  Влади-
мир) были разработаны методы криоконсервирова-
ния перевиваемой культуры клеток BHK-21, первично 
трипсинизированной культуры клеток фибробластов 
эмбрионов кур  (ФЭК), содержащей вирус болезни 
Марека, первичной культуры клеток костного мозга 
свиней  [6–8]. Специалистами ФГБНУ  «Федеральный 
центр токсикологической, радиационной и биологиче-
ской безопасности» (г. Казань) была проведена работа 
по изучению биологических свойств перевиваемой 
культуры клеток легких эмбриона крупного рогато-
го скота  (LEK), подвергнутой криоконсервированию 
в течение продолжительного времени [9]. Кроме того, 
опубликованы результаты исследования по криокон-
сервированию клеток фибробластов эмбрионов кур 
бройлерной породы [10].

ensures the highest survival of cells after storage and thawing. The paper presents the results of experiments on comparing the effectiveness of dimethyl sulfoxide, 
ethylene glycol and glycerin in cryopreservation of primary trypsinized chicken embryo fibroblasts. As a result of cell suspension equillibration (incubation at room 
temperature) with serum and the specified cryoprotectants at different concentrations, the suspension variants containing different cryoprotectant and serum ratios 
were selected for freezing. Previously, it was found that after 12 months of observation, when using dimethyl sulfoxide as a cryoprotectant, the largest number of 
surviving cells (46%) was observed in a suspension containing 20% fetal serum and 10% dimethyl sulfoxide. The amount of surviving cells if 10% fetal serum and 
5% ethylene glycol were included in the cryoprotective mixture was slightly lower and amounted to 36% after 12 months of observation. Glycerin is shown to have 
weak protective properties as regards chicken embryo fibroblast cells. After 8 months of storage, the amount of surviving cells in a suspension containing 10% serum 
and 5% glycerin was 22%, no live cells were found in this mixture if stored longer. The proliferative properties of cells and their sensitivity to viruses remained within 
the 12 months of the experiment. 
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В соответствии с целью были поставлены следую-
щие задачи: выбор сочетания криопротектор-стабили-
затор, не являющегося токсичным для клеток; изучение 
защитных свойств криопротекторов для заморозки 
суспензии клеток ФЭК, а также изучение пролифера-
тивных свойств и чувствительности культуры клеток 
к вирусам после заморозки. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выбор оптимального соотношения сыворотки 

и криопротекторов, добавляемых к клеточной суспен-
зии. Клеточную суспензию ФЭК для замораживания по-
лучали согласно разработанным ранее методам [16, 17]. 
В  качестве криопротекторов применяли ДМСО (Carl 
Roth, Германия), глицерин (ЗАО «Химреактив», Россия) 
и этиленгликоль (ЗАО «Химреактив», Россия). Далее го-
товили комбинации смесей из клеточной суспензии, ука-
занных криопротекторов и фетальной сыворотки (Bio-
Clot, Бразилия), используемой в качестве стабилизатора. 
В таблице 1 приведены варианты криозащитных смесей, 
включающих разные сочетания криопротекторов и фе-
тальной сыворотки (в процентах от объема суспензии). 

Затем проводили эквилибрацию клеточной смеси 
(инкубирование при комнатной температуре) с крио-
протекторами и сывороткой, после чего подготовлен-
ные для криоконсервирования суспензии закладывали 
на хранение.

Оценка жизнеспособности клеток после оттаива-
ния. Данный этап проводили согласно методу, разрабо-
танному ранее [16]. 

Изучение чувствительности к вирусам клеток ФЭК, 
подвергавшихся криоконсервированию. Испытуемые 
культуры клеток заражали референтным штаммом 
ALV-J ADOL-HCI-P7 вируса лейкоза птиц 3-го пассажа 
(Лаборатория онкологии и болезней птиц, США). По 
истечении срока инкубации накопление вируса опре-
деляли иммуноферментным методом (ИФА) по концен-
трации вирусспецифического белка  р27 с  помощью 
коммерческого набора ProFLOK  ALV  Plus  Ag (Zoetis, 
США) согласно инструкции по применению [16]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Работа по сравнению эффективности различных 

криопротекторов и  оптимизации условий криокон-

сервирования клеток  ФЭК включала в  себя следую-
щие этапы: подбор оптимальных соотношений крио-
протекторов в смеси для консервирования; изучение 
жизнеспособности и пролиферативных свойств кле-
ток в результате хранения при минус 150 °С в течение 
12 месяцев.

Для выполнения первого этапа была проведена 
эквилибрация суспензий клеток  ФЭК, содержащих 
приведенные выше сочетания криозащитных ве-
ществ (табл. 1). Концентрация клеток в исходной кле-
точной суспензии составила (1,10 ± 0,01) × 107 кл/см3. 
Результаты работы приведены в таблице 2. 

Исходя из полученных результатов, наибольшая вы-
живаемость клеток (70–100%) наблюдалась в следую-
щих вариантах суспензий для криоконсервирования: 
1) 10% сыворотки и 5% ДМСО (97% выживших клеток);
2) 10% сыворотки и 10% ДМСО (97% выживших клеток);
3) 10% сыворотки и 15% ДМСО (100% выживших клеток);
4) 20% сыворотки и 5% ДМСО (97% выживших клеток);
5) 20% сыворотки и 10% ДМСО (100% выживших клеток);
6) 20% сыворотки и 15% ДМСО (89% выживших клеток);
7)  10% сыворотки и  5% глицерина (90% выживших 
 клеток);
8) 10% сыворотки и 5% этиленгликоля (74% выживших 
клеток).

В остальных образцах количество выживших клеток 
составляло менее 70%. 

Большая часть перечисленных образцов (6  шт.) 
включала в себя различные соотношения ДМСО и фе-
тальной сыворотки. При эквилибрации клеток  ФЭК 
с  этиленгликолем и  глицерином для дальнейших 
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Таблица 1
Образцы суспензии клеток ФЭК с добавлением криозащитных веществ
Table 1
Samples of CEF cell suspension supplemented with cryoprotective agents

10% сыворотки 20% сыворотки

Содержание ДМСО 5% 10% 15% 20% 5% 10% 15% 20%

Содержание глицерина 5% 10% 15% 20% 5% 10% 15% 20%

Содержание этиленгликоля 5% 10% 15% 20% 5% 10% 15% 20%

Таблица 2
Концентрация клеток в суспензиях для криоконсервирования после эквилибрации, кл/см3 (n = 3)
Table 2
Cell concentration in suspensions for cryopreservation after equilibration, cells/cm3 (n = 3)

10% сыворотки

Криопротекторы 5% 10% 15% 20%

ДМСО (1,07 ± 0,06) × 107 (1,07 ± 0,06) × 107 (1,10 ± 0,00) × 107 (6,67 ± 0,30) × 106

Глицерин (1,00 ± 0,10) × 107 (7,20 ± 0,26) × 106 (6,23 ± 0,32) × 106 (3,26 ± 0,38) × 106

Этиленгликоль (8,17±0,15) × 106 (7,60 ± 0,30) × 106 (7,60 ± 0,30) × 106 (6,70 ± 0,17) × 106

20% сыворотки

5% 10% 15% 20%

ДМСО (1,07 ± 0,06) × 107 (1,10 ± 0,00) × 107 (0,98 ± 0,1) × 107 (7,20 ± 0,46) × 106

Глицерин (8,17 ± 0,29) × 106 (5,63 ± 0,47) × 106 (3,87 ± 0,3) × 106 (2,60  0,36) × 106

Этиленгликоль (6,90 ± 0,00) × 106 (6,80 ± 0,17) × 106 (6,03 ± 0,15) × 106 (6,60 ± 0,26) × 106
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 исследований было выбрано по одному образцу из 
каждой группы. Перечисленные варианты клеточной 
суспензии были выбраны для исследования жизне-
способности клеток  ФЭК в  процессе хранения при 
температуре минус 150 °С. Аликвоты смесей для крио-
консервирования, содержащие суспензии клеток, 
криопротекторы и  фетальную сыворотку, объемом 
4 см3 помещали в пенопластовый термоконтейнер и за-
кладывали на хранение в низкотемпературный моро-
зильник при температуре минус 150 °С [16]. Такой ме-
тод обеспечивал охлаждение суспензии со скоростью 
около 1 °С/мин [12]. Оттаивание, подсчет клеток и вы-
сев в культуральные флаконы осуществляли с интер-
валом в один месяц. Данный этап работы проводили 
в течение 12 месяцев. Результаты по исследованию вы-
живаемости клеток в результате криоконсервирования 
минус 150 °С приведены в таблице 3.

Согласно исследованиям, проведенным ранее, наи-
большая степень выживаемости первично трипсини-
зированных клеток ФЭК варьировала от 53 до 71% [16]. 
По истечении 12 месяцев хранения максимальное ко-
личество выживших клеток  (46%) наблюдалось при 
комбинации в клеточной суспензии сыворотки в ко-
личестве  20% от объема и  ДМСО в  количестве 10% 
от объема. В суспензии, содержащей сыворотку и эти-
ленгликоль в  концентрациях  10 и  5% соответствен-
но, количество выживших клеток снизилось до 36%, 
однако по сравнению с  остальными образцами, со-
держащими различные сочетания ДМСО и сыворотки, 

данный показатель был выше. В остальных суспензиях, 
содержащих ДМСО и фетальную сыворотку, количество 
живых клеток уменьшилось до 18–26% по истечении 
12 месяцев хранения. В образце суспензии, содержа-
щем 10% сыворотки и 5% глицерина, количество жи-
вых клеток снизилось до 22% в течение 8 месяцев. По 
истечении 9 месяцев хранения живых клеток в данном 
образце выявлено не было. Наименьшее количество 
выживших клеток наблюдалось в  образце, содержа-
щем 10% сыворотки и 15% ДМСО. По истечении одно-
го месяца хранения в данном образце выявили 24% 
живых клеток, в течение последующих 4 месяцев хра-
нения процент выживших клеток снизился до 19%. По 
истечении 6 месяцев хранения живых клеток в данной 
смеси выявлено не было. 

Далее проводили изучение пролиферативных 
свойств клеток ФЭК, подвергавшихся криоконсерви-
рованию. После размораживания и подсчета клетки 
каждого образца разбавляли ростовой средой до кон-
центрации 600 тыс. кл/см3 и высевали в культуральные 
флаконы. Ежедневно проводили микроскопическое 
исследование монослоя, отмечали длительность фор-
мирования и степень покрытия рабочей поверхности 
флакона, которую оценивали в процентах [16]. 

На рисунке 1 отражены данные, полученные после 1, 
3, 6, 9, 12 месяцев хранения. В образцах, содержащих 
10% сыворотки и 15% ДМСО, а также 10% сыворотки 
и 5% глицерина, поверхность флакона была покрыта 
монослоем не более чем на 50%. В остальных случа-
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Таблица 3
Выживаемость клеток ФЭК после хранения при минус 150 °С с применением разных образцов криопротекторов (n = 3) 
Table 3
Survivability of CEF cells after storage at minus 150 °С using different cryprotectant samples (n = 3)

Срок 
хранения, 

мес.

10% 
сыворотки 
и 5% ДМСО

10% 
сыворотки 

и 10% ДМСО

10% 
сыворотки 

и 15% ДМСО

20% 
сыворотки 
и 5% ДМСО

20% 
сыворотки 

и 10% ДМСО

20% 
сыворотки 

и 15% ДМСО

10%  
сыворотки  

и 5% глицерина

10% сыворотки 
и 5% этилен-

гликоля

До хранения 10,0 ± 0,1 13,0 ± 0,1 9,0 ± 0,2 11,0 ± 0,3 8,0 ± 0,1 12,0 ± 0,3 8,0 ± 0,1 8,0 ± 0,1

1 3,3 ± 0,4 
(33%)

4,9 ± 0,3
(37%)

2,9 ± 0,2
(24%)

4,2 ± 0,4
(38%)

5,2 ± 0,3
(65%)

5,7 ± 0,4
(47%)

2,7 ± 0,2
(34%)

4,3 ± 0,2
(52%)

2 2,9 ± 0,3
(29%)

4,3 ± 0,4
(33%)

2,9 ± 0,2
(24%)

4,0 ± 0,3
(36%)

4,9 ± 0,1
(61%)

4,9 ± 0,3
(41%)

2,5 ± 0,2
(31%)

3,5 ± 0,5
(43%)

3 2,9 ± 0,1
(29%)

4,0 ± 0,4
(31%)

2,1 ± 0,2
(23%)

4,0 ± 0,2
(36%)

4,6 ± 0,1
(57%)

4,8 ± 0,5
(40%)

2,5 ± 0,1
(31%)

3,3 ± 0,5
(41%)

4 2,8 ± 0,3
(28%)

3,0 ± 0,4
(23%)

2,1 ± 0,1
(23%)

4,0 ± 0,3
(36%)

4,3 ± 0,2
(54%)

4,2 ± 0,4
(35%)

2,4 ± 0,1
(30%)

3,3 ± 0,2
(41%)

5 2,6 ± 0,4
(26%)

3,0 ± 0,2
(23%)

1,7 ± 0,3
(19%)

4,0 ± 0,2
(36%)

4,3 ± 0,2
(54%)

4,1 ± 0,4
(34%)

2,1 ± 0,1
(26%)

3,2 ± 0,2
(40%)

6 2,5 ± 0,2
(25%)

3,0 ± 0,3
(23%) 0 4,0 ± 0,3

(36%)
4,2 ± 0,1

(52%)
4,0 ± 0,3

(33%)
2,1 ± 0,3

(26%)
3,1 ± 0,4

(39%)

7 2,3 ± 0,2
(23%)

3,0 ± 0,2
(23%) 0 4,0 ± 0,2

(36%)
4,0 ± 0,2

(50%)
4,0 ± 0,1

(33%)
2,0 ± 0,3

(25%)
3,0 ± 0,2

(37%)

8 2,2 ± 0,1
(22%)

3,0 ± 0,1
(23%) 0 3,8 ± 0,2

(34%)
4,0 ± 0,3

(50%)
3,9 ± 0,3

(32%)
1,8 ± 0,3

(22%)
3,0 ± 0,3

(37%)

9 2,0 ± 0,1
(20%)

3,0 ± 0,3
(23%) 0 3,5 ± 0,4

(32%)
3,9 ± 0,2

(49%)
3,9 ± 0,1

(32%) 0 3,0 ± 0,1
(37%)

10 1,8 ± 0,1
(18%)

3,0 ± 0,1
(23%) 0 3,5 ± 0,2

(32%)
3,9 ± 0,1

(49%)
3,7 ± 0,3

(31%) 0 3,0 ± 0,1
(37%)

11 1,8 ± 0,3
(18%)

2,9 ±0,4
(22%) 0 3,2 ± 0,2

(29%)
3,8 ± 0,2

(47%)
3,6 ± 0,1

(30%) 0 2,9 ± 0,2
(36%)

12 1,8 ± 0,1
(18%)

2,3 ± 0,4
(18%) 0 2,9 ± 0,3

(26%)
3,7 ± 0,1

(46%)
3,2 ± 0,3

(26%) 0 2,9 ± 0,1
(36%)
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ях с 1-го по 11-й месяц хранения степень покрытия 
 поверхности культурального флакона монослоем кле-
ток ФЭК составляла  90–100%. По завершении 12  ме-
сяцев хранения данный показатель составил  80%. 
Полученные значения являются оптимальными для 
образования полноценного монослоя культуры клеток. 

Время формирования монослоя из всех образцов 
клеток ФЭК составляло 2–3 сут, что является оптималь-
ным сроком для данного процесса.

Завершающим этапом данной работы было изуче-
ние восприимчивости к вирусам клеток ФЭК после воз-
действия низких температур. Клетки ФЭК, хранившиеся 
при температуре минус 150 °С, оттаивали и высевали 
в  культуральные флаконы для формирования моно-
слоя. Одновременно в качестве контроля использова-
ли первично трипсинизированную культуру клеток ФЭК. 
Сформированный монослой заражали референтным 
штаммом вируса лейкоза птиц ALV-J ADOL-HCI-P7. Образ-
цы клеточной суспензии, содержащие 10% сыворотки 
и 15% ДМСО, а также 10% сыворотки и 5% глицерина, не 
использовались для проведения данного этапа работы 
ввиду слабых пролиферативных свойств. По окончании 
срока инкубации измеряли концентрацию вирусспеци-
фического белка р27 с помощью сэндвич-ИФА. 

На рисунке 2 в качестве примера приведены данные, 
полученные после 1, 3, 6, 9, 12 месяцев хранения об-
разцов клеток. Величина стандартного отклонения ко-
лебалась в пределах 0,2–0,4. Накопление вируса наблю-
далось как в первично трипсинизированной культуре 
клеток ФЭК, так и в монослое, полученном из суспензии 
клеток ФЭК, подвергавшихся криоконсервированию. 
Концентрация вирусного белка составляла 5–8  мкг / см3. 
На протяжении всего срока исследования в ряде об-
разцов наблюдалось незначительное снижение кон-
центрации вирусного белка по сравнению с первично 
трипсинизированной культурой клеток ФЭК. Наимень-
шее расхождение данного показателя с величиной, по-
лученной для первично трипсинизированной культу-
ры клеток ФЭК, наблюдалось в образце, содержащем 
10% сыворотки и 5% этиленгликоля.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведенной работы было выявлено, 

что для хранения суспензии клеток  ФЭК в  условиях 
глубокой заморозки наиболее оптимальными соот-
ношениями сыворотки и  криопротектора является 
сочетание 20%  фетальной сыворотки и  10%  ДМСО. 
В образце клеточной суспензии, содержащем 10% фе-
тальной сыворотки и 5% этиленгликоля, количество 
выживших клеток было несколько ниже, однако оно 
превышало аналогичный показатель в других образ-
цах. Добавление в  клеточную суспензию глицерина 
не обеспечивало достаточной степени защиты клеток 
от разрушающего действия сверхнизких температур. 
Пролиферативные свойства клеток и  чувствитель-
ность к вирусу лейкоза птиц сохранялись в следующих 
комбинациях криопротекторов: с содержанием 10% 
эмбриональной сыворотки крови крупного рогатого 
скота и  5, 10%  ДМСО, 20% эмбриональной сыворот-
ки крови крупного рогатого скота и 5, 10, 15% ДМСО, 
а также 10% эмбриональной сыворотки крови крупно-
го рогатого скота и 5% этиленгликоля. Образцы крио-
протекторов, содержащие 10% сыворотки и 15% ДМСО, 
а также 10% сыворотки и 5% глицерина, показали наи-
меньшие протективные свойства. 
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Fig. 2. Concentration of p27 viral protein after infection of CEF cell samples 
with ALV-J ADOL-HCI-P7 strain, μg/cm3 (n = 3) 

Рис. 1. Уровень образования (формирования) клеточного монослоя 
после разморозки

Fig. 1. Development (formation) of cell monolayer upon thawing 
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