
625

Случай из практики
Clinical case

Медицинская иммунология
2024, Т. 26, № 3,  
стр. 625-636

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2024, Vol. 26,  3, pp. 625-636

1 page

Адрес для переписки:

Ведерникова Алена Владимировна
ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный  
медицинский университет»
650000, Россия, Кемеровская область – Кузбасс, 
ул. Орджоникидзе, 5, кв. 45.
Тел.: 8 (929) 351-43-82.
E-mail: cmombilla@gmail.com

Address for correspondence:

Alena V. Vedernikova 
Kemerovo State Medical University 
5 Ordjonikidze St, Apt 45
Kemerovo
650000 Russian Federation 
Phone: +7 (929) 351-43-82. 
E-mail: cmombilla@gmail.com

Образец цитирования: 

А.В. Шабалдин, Р.А. Мухамадияров, В.А. Кошелев, 
А.В. Ведерникова, Ю.И. Ровда, Е.О. Гришачева, 
И.К. Халивопуло, Н.Н. Миняйлова, А.А. Ляпин 
«Возможности сканирующей электронной 
микроскопии в обратно-рассеянных электронах для 
морфологической и функциональной оценки тимуса, 
вынужденно удаленного у детей первых недель жизни 
с врожденными пороками сердца» // Медицинская 
иммунология, 2024. Т. 26, № 3. С. 625-636. 
doi: 10.15789/1563-0625-AOE-2924

© Шабалдин А.В. и соавт., 2024 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

A.V. Shabaldin, R.A. Mukhamadiyarov, V.A. Koshelev, 
A.V. Vedernikova, Yu.I. Rovda, E.O. Grishacheva, 
I.K. Khalivopulo, N.N. Minyailova, A.A. Lyapin “Applications 
of  EMbedding and backscattered scanning electron 
microscopy for morphological and functional assessment of 
the thymus forcedly removed in children with congenital heart 
defects during the first weeks of life”, Medical Immunology 
(Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2024, Vol. 26, no. 3, 
pp. 625-636. doi: 10.15789/1563-0625-AOE-2924

© Shabaldin A.V. et al., 2024 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.15789/1563-0625-AOE-2924

ВОЗМОЖНОСТИ СКАНИРУЮЩЕЙ ЭЛЕКТРОННОЙ 
МИКРОСКОПИИ В ОБРАТНО-РАССЕЯННЫХ ЭЛЕКТРОНАХ 
ДЛЯ МОРФОЛОГИЧЕСКОЙ И ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ ОЦЕНКИ 
ТИМУСА, ВЫНУЖДЕННО УДАЛЕННОГО У ДЕТЕЙ ПЕРВЫХ 
НЕДЕЛЬ ЖИЗНИ С ВРОЖДЕННЫМИ ПОРОКАМИ СЕРДЦА
Шабалдин А.В.1, Мухамадияров Р.А.1, Кошелев В.А.1, 
Ведерникова А.В.2, Ровда Ю.И.2, Гришачева Е.О.1, Халивопуло И.К.1, 
Миняйлова Н.Н.2, Ляпин А.А.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 
г. Кемерово, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный медицинский университет», г. Кемерово, Россия

Резюме. Тимэктомия в ряде клинических ситуаций является вынужденным этапом кардиохирур-
гического лечения врожденных пороков сердца, но вопрос о ее влиянии на формирование иммуните-
та в раннем онтогенезе остается открытым. До сих пор среди ученых ведутся споры о развитии имму-
нодефицитных состояний у детей, перенесших тимэктомию в раннем возрасте. Как в зарубежной, так 
и отечественной литературе можно видеть совершенно разнополярные мнения. Одним из направле-
ний в решении этого вопроса может быть морфофункциональное исследование удаленного тимуса с 
помощью современных методов сканирующей электронной микроскопии. Цель исследования – из-
учить возможности сканирующей электронной микроскопии в обратно-рассеянных электронах для 
морфологической и функциональной оценки тимуса, вынужденно удаленного у детей первых недель 
жизни с врожденными пороками сердца. 

Было проведено исследование тимуса новорожденного ребенка (27-й день постнатальной жизни) 
с врожденным пороком сердца: дефект межжелудочковой перегородки при помощи визуализации 
методом сканирующей электронной микроскопии в обратно-рассеянных электронах после заливки в 
эпоксидную смолу. Масса тимуса составила 15,7 грамма, размеры тимуса: поперечный – 3,4 см, про-
дольный – 4,1 см, толщина – 1,7 см; объем – 12,4 см3. 
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Проведенное исследование показало возможности сканирующей электронной микроскопии в об-
ратно-рассеянных электронах в морфологической и в функциональной оценке тимуса как централь-
ного органа иммунной системы. Поэтапная визуализация от малых к большим увеличениям, от тка-
ней к клеткам и внутриклеточным структурам, а также послойное исследование коркового, мозгового 
вещества, междольковых перегородок и сосудов, позволяет эффективно оценить функциональность 
тимуса. Данный метод исследования является достаточным для научных исследований вынужденно 
удаленного тимуса, так как дает возможность для визуализации его микроанатомии. Позволяет про-
водить фенотипирования клеток различных слоев тимуса, изучать межклеточные взаимодействия ти-
моцитов с ретикуло-эпителиальными клетками, тонкие особенности телец Гассаля и, наконец, про-
цесс покидания тимуса Т-лимфоцитами.

Ключевые слова: сканирующая электронная микроскопия в обратно-рассеянных электронах, тимус, тимэктомия, 
врожденные пороки сердца

APPLICATIONS OF EMBEDDING AND BACKSCATTERED 
SCANNING ELECTRON MICROSCOPY FOR MORPHOLOGICAL 
AND FUNCTIONAL ASSESSMENT OF THE THYMUS FORCEDLY 
REMOVED IN CHILDREN WITH CONGENITAL HEART DEFECTS 
DURING THE FIRST WEEKS OF LIFE 
Shabaldin A.V.a, Mukhamadiyarov R.A.a, Koshelev V.A.a, 
Vedernikova A.V.b, Rovda Yu.I.b, Grishacheva E.O.a, Khalivopulo I.K.a, 
Minyailova N.N.b, Lyapin A.A.a
a Research Institute of Complex Problems of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation  
b Kemerovo State Medical University, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. Thymectomy in a number of clinical situations is an unavoidable step of cardiac surgical treatment 
of congenital heart defects, but the issue of its effects on development of immunity in early ontogenesis 
remains open. There is still debates among scientists about the risk of immune deficiency states in children 
who underwent thymectomy at an early age. One may see completely different opinions, both in domestic 
and foreign publications. A tool for resolving this issue may be provided by morpho-functional studies of 
the removed thymic tissue by means of modern scanning electron microscopy techniques. The objective of 
our study was to assess the possibilities of EMbedding and backscattered scanning electron microscopy for 
morphological and functional evaluation of the thymus, which was forcedly removed in the infant patients with 
congenital heart defects over the first weeks of life. 

The thymus of a newborn infant (postnatal day 27) with congenital heart disease: ventricular septal defect 
was examined using EMbedding and backscattered scanning electron microscopy imaging after embedding 
in epoxy resin. The mass of thymus gland was 15.7 g, the dimensions of thymus were: transverse, 3.4 cm; 
longitudinal, 4.1 cm; thickness, 1.7 cm; volume, 12.4 cm3. 

The study showed ability of EMbedding and backscattered scanning electron microscopy in morphological 
and functional assessment of thymus gland considered the central organ of the immune system. Step-by-
step visualization from low to high magnifications, from tissues to cells and intracellular structures, as well as 
layer-by-layer examination of thymic cortex, medulla, interlobular septa and vessels, allows you to effectively 
assess the functionality of the thymus. This research method is sufficient for scientific research of the forcedly 
removed thymus since it enables us to visualize its microanatomy, allowing cell phenotyping at different layers 
of the thymus, studying intercellular interactions of thymocytes with reticulo-epithelial cells, subtle features of 
Hassall’s bodies and, finally, the process of T lymphocytes’ release from thymus gland.

Keywords: Embedding technique, scanning electron microscopy, thymus, thymectomy, congenital heart defects
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Введение
Тимэктомия в ряде клинических ситуаций 

является вынужденным этапом кардиохирурги-
ческого лечения врожденных пороков сердца, 
поскольку она осуществляется только с целью 
обеспечения наилучшего оперативного доступа к 
аномально сформированному сердцу. Большин-
ство операций проводится с искусственным кро-
вообращением через срединную стернотомию. 
У части пациентов оперативное вмешательство 
проводится через боковой доступ (открытый ар-
териальный проток, коарктация аорты, двой-
ное отхождение сосудов от желудочков сердца). 
Удаление тимуса происходит через срединный 
доступ [7]. Полное удаление тимуса у детей не-
онатального и грудничкового периодов, так как 
у этих детей тимус практически прикрывает всю 
площадь сердца. Развитие современных техноло-
гий, проведение оперативного вмешательства во 
все более раннем возрасте и сразу после рожде-
ния, высокая хирургическая активность приводят 
к увеличению количества детей, у которых про-
ведена частичная или тотальная тимэктомия [7]. 
Общеизвестно, что современная практика хирур-
гического лечения пороков сердца позволяет опе-
рировать детей даже в этих периодах детства, т. е. 
тогда, когда еще не произошло необратимого ре-
моделирования сосудистого ложа вследствие ано-
мальной гемодинамики и необратимых дистро-
фических изменений в органах. По определению 
удаление тимуса (или его части) в этот период 
должно в той или иной степени негативно влиять 
на формирование иммунной системы в целом. 
Так, известно, что формирование центральной 
толерантности, как основной функции тимуса, 
продолжается после рождения ребенка, пример-
но до 28-го дня постнатальной жизни. В этот пе-
риод происходит ограничение иммунных ответов 
на микроокружение новорожденного ребенка, в 
том числе на симбионтную микрофлору матери 
и ближнего окружения. С этих позиций, способ 
вынужденного «отключения» органа от процесса 
«иммунного обеспечения» организма (особенно в 
раннем возрасте) не мог оставаться без внимания 
научного медицинского сообщества, где дискус-
сии по этому вопросу продолжаются.

В то же время удаленный тимус детей неона-
тального периода почти не исследовался совре-
менными методами сканирующей электронной 
микроскопией, позволяющей детально изучить 
тонкую структуру тканей и клеток тимуса [3, 12]. 
В рамках общей концепции тимуса как един-
ственного центрального органа иммунной си-
стемы у человека, эти исследования могут дать 
дополнительную научную информацию о его 
функционировании в неонатальном периоде, а с 
одновременным использованием иммунологиче-

ских методов – получить новые знания о форми-
ровании иммунопатологии у тимэктомирован-
ных детей в последующем онтогенезе.

Сканирующая электронная микроскопия в 
обратно-рассеянных электронах (СЭМ ОРЭ) яв-
ляется современным методом морфологической 
оценки тканей, при помощи которого возможно 
визуализировать макро и микроанатомии тимуса, 
изучить межклеточные взаимодействия, а также 
ультраструктурные особенности субклеточных 
органелл. Данный метод апробирован в ряде кар-
диологических исследованиях, которые опубли-
кованы в отечественной и зарубежной печати [4, 
20, 21]. В то же время исследований тимуса детей 
с помощью СЭМ ОРЭ не так много и, особенно, 
у детей первых недель жизни.

Исходя из этого, была поставлена цель иссле-
дования – изучить возможности сканирующей 
электронной микроскопии в обратно-рассеян-
ных электронах для морфологической и функци-
ональной оценки тимуса, вынужденно удаленно-
го у детей первых недель жизни с врожденными 
пороками сердца.

Материалы и методы
Для выполнения поставленной задачи было 

проведено исследования тимуса новорожден-
ного ребенка (27-й день постнатальной жизни) 
с врожденным пороком сердца (дефект аорто-
легочной перегородки, дефект межпредсердной 
перегородки вторичного типа, дефект межжелу-
дочковой перегородки) с помощью сканирую-
щей электронной микроскопии в обратно-рассе-
янных электронах. Выполнено полное удаление 
тимуса через срединный доступ (срединная стер-
нотомия) при кардиохирургической операции по 
закрытию септальных дефектов.

Протокол исследования был одобрен локаль-
ным этическим комитетом Федерального госу-
дарственного бюджетного научного учреждения 
«Научно-исследовательский институт комплекс-
ных проблем сердечно-сосудистых заболева-
ний». До включения в работу от матери ребенка 
было получено письменное информированное 
согласие.

Были измерены масса и размеры тимуса. Мас-
са тимуса составила 15,7 грамма, размеры тимуса: 
поперечный – 3,4 см, продольный – 4,1 см, тол-
щина – 1,7 см; объем – 12,4 см3. Это соответству-
ет макроскопической категории мезотимуса.

Извлеченный тимус быстро промывали в ох-
лажденном физиологическом растворе и поме-
щали в забуференный (рН 7,4) 10%-ный водный 
раствор формалина (BioVitrum, Россия). После 
суточной фиксации в формалине (2 смены рас-
твора формалина по 12 часов каждая) биомате-
риал постфиксировали 1% тетраоксидом осмия в 
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0,1 M фосфатном буфере в течение 12 часов, за-
тем окрашивали 2%-ным тетраоксидом осмия в 
бидистиллированной воде в течение 48 часов. Да-
лее образцы обезвоживали в серии спиртов воз-
растающей концентрации (50%-ный, 60%-ный, 
70%-ный, 80%-ный и 95%-ный этанол, все по две 
смены, каждая смена по 15 минут), окрашивали 
2%-ным уранилацетатом (Electron Microscopy 
Sciences, США) в 95%-ном этаноле (5 часов), 
обезвоживали 99,7% изопропанолом (BioVitrum, 
Россия) в течение 5 часов и ацетоном («Реахим», 
Россия) в течение 1 часа, пропитывали смесью 
ацетона с эпоксидной смолой Araldit 502 (Electron 
Microscopy Sciences, США) в соотношении 1:1 (6 
часов), после чего переносили в свежую порцию 
заливочной смесью эпоксидной смолы (на 24 
часа) и далее проводили ее полимеризацию в све-
жей порции смолы в емкостях FixiForm (Electron 
Microscopy Sciences, США) при 60 °С. После 
этого образцы в эпоксидных блоках подвергали 
шлифовке и полировке на установке TegraPol-11 
(Struers, США). Контрастирование цитратом 
свинца проводили по Рейнольдсу в течение 7 
минут путем нанесения раствора на поверхность 
шлифованного образца с последующей его от-
мывкой бидистиллированной водой. Далее про-
водили напыление на полированную поверхность 
эпоксидных блоков углерода (толщина покрытия 
10-15 нм) с помощью вакуумного напылитель-
ного поста (EM ACE200, Leica). Визуализацию 
структуры образцов проводили при помощи ори-
гинального метода сканирующей электронной 
микроскопии в обратно-рассеянных электронах 
после заливки в эпоксидную смолу на сканиру-
ющем электронном микроскопе Hitachi-S-3400N 
(Hitachi, Япония) в режиме BSECOMP при уско-
ряющем напряжении 10 или 15 кВ [4].

Визуализацию структур тимуса проводили по 
следующей схеме. Для оценки тканей тимуса: 
дольчатость его структуры, соотношение корко-
вого и мозгового слоя, характеристика соедини-
тельнотканных перегородок, разделяющих доль-
ки и сосуды в них – проводилась визуализация 
с увеличением 50× и 250×. Исследования клеток 
и межклеточных взаимодействий в корковом и 
мозговом слоях тимуса проводили при увеличе-
нии от 1,00 k до 7,50 k. Тельца Гассаля и выход 
Т-лимфоцитов в капилляры изучались на увели-
чениях от 5,00 k до 7,50 k.

Результаты
Гистологические исследования удаленного 

тимуса проводятся в обязательном порядке в па-
талого-анатомическом бюро. Как правило, при 
окрашивании (гематоксилин-эозин) гистологи-
ческих срезов тимуса анализируется дольчатость 
его строения, соотношения коркового и мозгово-

го вещества в дольках, выраженность жировой и 
соединительно-тканой инволюции. В то же вре-
мя качественно оценить межклеточные взаимо-
действия тимоцитов с ретикулоэпителиальными 
клетками при этой визуализации не удается.

В представленном примере можно видеть 
полностью сохранный тимус (рис. 1, см. 3-ю стр. 
обложки) с нормальной массой и размерами для 
четырехнедельного ребенка.

Микроскопическое исследование при увели-
чении 50× (рис. 2) позволяет оценить дольчатость 
строения тимуса и вычислить соотношение кор-
кового (А) и мозгового (В) вещества (слоев) в 
дольке. Как видно из рисунка 2, в исследуемом 
тимусе сохранено нормальное соотношение (2/1) 
коркового и мозгового слоев во всех дольках [3], 
дольки разделены соединительнотканными тя-
жами, в которых визуализируются кровеносные 
сосуды разных диаметров. Жировая ткань отсут-
ствует. Это указывает на физиологическое функ-
ционирование тимуса в этот возрастной период, 
а его удаление является рисковым фактором для 
формирования иммунопатологических состоя-
ний в последующем онтогенезе. 

Визуализации микроскопического строения 
тимуса на средних увеличениях, фокусируясь на 
междолевой соединительнотканной перегород-
ке, позволяет оценить стенки кровеносных сосу-
дов (рис. 3). Как видно из рисунка 3, сосудистые 
стенки артериолы и венулы сформированы тре-
мя слоями (соединительнотканный, мышечный 
и эндотелиальный) и не имеют патологических 
включений.

Далее проведен анализ клеточного состава 
коркового вещества тимической дольки (рис. 4). 
Наибольший интерес представляют межклеточ-
ные взаимодействия ретикулоэпителиальных 
клеток коркового слоя (эпителиоцитов) и лим-
фоцитов тимуса (тимоцитов) различной степени 
дифференцировки с преобладание гетеро- или 
эухроматина различной конденсации и маргина-
ции. Эта микроскопическая картина показывает, 
что в тимусе (в его корковом слое) идут процес-
сы, специфичные только для него, это созрева-
ние и отбор (положительная и отрицательная 
селекции) Т-клеточного рецептора на тимоцитах 
через их контакты с эпителиоцитах. На рисунке 
5 при визуализации на больших увеличениях (до 
7,50 k) отлично видны отростки эпителиоцита, 
его межклеточные контакты с тимоцитами, а так-
же электронно-плотные гранулы внутри самой 
эпителиальной клетки коркового слоя. Внутри-
клеточное строение эпителиоцита представлено 
электронно-плотными гранулами, в цитоплазме 
также визуализиуются митохондрии и мембра-
ны эндоплазматической сети. Морфологиче-
ское строение ядра представлено его округлой 
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Рисунок 3. Оригинальный метод СЭМ-ОРЭ
Примечание. Микроскопическое строение тимуса, увеличение 
250×. Визуализация стенок сосудов. А – артериола; Б – 
венула.
Figure 3. Original scanning electron microscopy in 
backscattered electrons method
Note. Microscopic structure of the thymus, magnification 250×. 
Visualization of vessel walls. A, arteriole; B, venule.

Рисунок 2. Оригинальный метод СЭМ-ОРЭ
Примечание. Микроскопическое строение тимуса, увеличение 
50×. Визуализируются дольки тимуса: А – корковое вещество; 
Б – мозговое вещество; В – междольковые перегородки.
Figure 2. Original scanning electron microscopy in 
backscattered electrons method
Note. Microscopic structure of the thymus, magnification 50×. The 
thymus lobules are visualized: A, cortical substance; B, medulla; C, 
interlobular septa.

формой с умеренной конденсацией хроматина 
и маленьким темным ядрышком в его центре. 
В ядре эпителиоцита хорошо детектируется ядер-
ная мембрана. Полученные микроскопические 
характеристики коркового вещества тимуса до-
полнительно указывают на эффективное функ-
ционирование эпителиоцитов, образующих ши-
рокопетлистую сеть за счет своих отростков. На 
рисунке 4 видны и макрофагальные клетки, уча-
ствующие с позитивной и негативной селекции 
Т-клеточных рецепторов, экспрессируемых на 
тимоцитах. В целом эта морфологическая карти-
на коркового слоя тимуса указывает на функцио-
нальную состоятельность органа, в котором про-
должается иммуногенез, так необходимый для 
последующего развития ребенка.

На рисунке 6 показано микроскопическое 
строение коркового слоя тимуса, где в диф-
ференцировке тимоцитов участвуют и другие 
клетки тимуса (макрофаги (А), клетки-няньки 
(ретикулоэпителиоциты с инвагинированны-
ми тимоцитами, Б), эпителиоциты (В)). Эти ак-
тивные межклеточные взаимодействия в сети 
ретикулоэпителиальных клеток хорошо визуа-
лизируются при помощи оригинального метода 
СЭМ-ОРЭ и могут быть главными критериями 
функциональности тимуса, вынужденно уда-
ленного у детей неонатального периода. Одним 
из важных морфологических критериев клеток-
нянек, относящихся к ретикулоэпителиальным 
клеткам второго типа, является инвагинация в 
них тимоцитов, что наглядно видно на рисунке 6. 

В целом эпителиальные клетки (ретикулоэпите-
лиальные клетки) коркового слоя тимуса создают 
ретикулярную сеть коркового слоя, что видно на 
рисунках 4 и 6.

Далее морфологическому анализу с помощью 
оригинального метода СЭМ ОРЭ подверглось 
мозговое вещество тимуса с его главными мор-

Рисунок 4. Оригинальный метод СЭМ-ОРЭ
Примечание. Микроскопическое строение тимуса, увеличение 
2,50 k. Корковый слой тимической дольки. Взаимодействие 
эпителиоцитов (А) с тимоцитами (Б)
Figure 4. Original scanning electron microscopy 
in backscattered electrons method
Note. Microscopic structure of the thymus, magnification 2.50 k. 
Cortical layer of the thymic lobule. Interaction of epithelial cells (A) with 
thymocytes (B)

А (А)

Б (B)

А (А)

Б (B)

А (А)

Б (B) В (C)
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Рисунок 6. Оригинальный метод СЭМ-ОРЭ
Примечание. Микроскопическое строение тимуса. Корковое вещество тимуса. Увеличение от 1,00 k до 2,50 k. Стрелками указаны 
увеличенные клетки. Макрофаги (А), клетки-няньки (Б), эпителиоциты (В), тимоциты (Г).
Figure 6. Original scanning electron microscopy in backscattered electrons method
Note. Microscopic structure of the thymus. Thymic cortex. Increase from 1.00 k to 2.50 k. Arrows indicate enlarged cells. Macrophages (A), nurse 
cells (B), epithelial cells (C), thymocytes (D).

Рисунок 5. Оригинальный метод СЭМ-ОРЭ
Примечание. Микроскопическое строение тимуса. Увеличение эпителиоцита и контактирующих с ним тимоцитов от 5,00 k до 
7,50 k. Стрелками указаны отростки эпителиоцита. 
Figure 5. Original scanning electron microscopy in backscattered electrons method
Note. Microscopic structure of the thymus. Enlargement of the epithelial cell and thymocytes in contact with it from 5.00 k to 7.50 k. The arrows 
indicate the processes of the epithelial cell.

А (А)

А (А)
Г (D)

Г (D)

Б (B)
Б (B)

Б (B)
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Рисунок 7. Оригинальный метод СЭМ-ОРЭ
Примечание. Микроскопическое строение тимуса, его мозгового слоя с увеличением 150 k (слева) и 2,00 k (справа, тельцо 
Гассаля), объект фагоцитоза (А). Эндоплазматическая сеть показана стрелкой. 
Figure 7. Original scanning electron microscopy in backscattered electrons method
Note. Microscopic structure of the thymus, its medulla with a magnification of 150 k (left) and 2.00 k (right, Hassall’s body), an object of 
phagocytosis (A). The endoplasmic reticulum is shown by an arrow.

фологическими элементами – тельцами Гассаля 
(рис. 7).

Как видно из рисунка 7, мозговое вещество 
дольки тимуса имеет электронно-светлую плот-
ность с равномерно распределенными по всему 
веществу клетками. Тельце Гассаля представлено 
слившимися ретикулоэпителиальными клетками 
мозгового слоя с другими сильно уплощенными 
клетками и с объектом фагоцитоза внутри них. 
В одной из клеток просматривается электрон-
но-плотная эндоплазматическая сеть, похожая 
на эндоплазматический ретикулум. Эти два вы-
явленных морфологических объекта показывают 
на основные функции телец Гассаля: фагоцитоз 
клеток, вступивших в апоптоз, и активный син-
тез протеинов, в том числе тимических гормонов 
и цитокинов (интерлейкина-7).

Визуализация мозгового слоя долек тимуса на 
больших увеличениях показала гетерогенность 
его клеточного состава (рис. 8).

Как видно из рисунка 8, в мозговом слое доль-
ки тимуса отсутствуют межклеточные взаимо-
действия тимоцитов с эпителиоцитами мозгово-
го слоя, макрофагами и дендритными клетками, 
а также нет так называемой ретикулярной сети. 
Тимоциты представлены клетками разных раз-
меров с преимущественным конденсированным 
гетерохроматином внутри их ядер. Гетероген-
ность всех мононуклеаров преимущественно 
связана с их размером. Большие мононуклеары 
с округлым ядром могут быть ранними формами 
лимфоцитарного ряда (лимфобластами). Вполне 
допустимо, что это тимические прогениторные 
клетки, которые поддерживают иммуногенез в 
постнатальном периоде, когда перестает работать 

Рисунок 8. Оригинальный метод СЭМ-ОРЭ
Примечание. Микроскопическое строение тимуса. Клеточный 
состав мозгового слоя дольки тимуса. Увеличение 2,00 k.
Figure 8. Original scanning electron microscopy in 
backscattered electrons method
Note. Microscopic structure of the thymus. Cellular composition  
of the medulla of the thymus lobule. Magnification 2.00 k.

транспорт предшественников Т-лимфоцитов из 
красного костного мозга.

На рисунке 9 представлена микрофотогра-
фия возможного выхода дифференцированного 
тимоцита/Т-лимфоцита из тимического веще-
ства в просвет сосуда для дальнейшего его транс-
порта в периферические органы иммунной си-
стемы.

Тем самым этим микроснимком можно доку-
ментировать один из важных функциональных 
компонентов тимуса – его покидание зрелыми 
тимоцитами, а в дальнейшем – так называемы-

А (А)
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образована отростками этих клеток. Большим 
количеством исследований, при совмещении 
электронной микроскопии и иммуногистохимии 
на экспериментальных животных, была доказана 
основная гипотеза о позитивной и негативной 
селекции в тимусе, лежащей в основе централь-
ной толерантности к аутоантигенам [14, 17, 22]. 
Принимая во внимание этот огромный пласт ис-
следований, можно считать доказанными основ-
ные положения этой теории, в которой большое 
значение отводится межклеточным контактам. 
Прежде всего это контакты кортикальных рети-
кулоэпителиальных клеток и тимоцитов. Именно 
этот тимический этап отлично визуализируется 
при помощи оригинального метода СЭМ-ОРЭ. 
Другие этапы создания центральной толерант-
ности, такие как апоптоз и фагоцитоз тимоци-
тов, непрошедших этапы позитивной и негатив-
ной селекции, также хорошо визуализируются 
при помощи оригинального метода СЭМ-ОРЭ. 
И наконец этап покидания тимуса в мозговом 
слое single positive T-лимфоцитом также можно 
обнаружить с помощью данного оригинального 
метода. Соответственно, не прибегая к дополни-
тельным гистохимическим исследованиям, но с 
учетом доказанных положений внутритимиче-
ской дифференцировки тимоцитов, можно ис-
пользовать оригинальный метод СЭМ-ОРЭ для 
дальнейших научных исследований вынужденно 
удаленного тимуса у детей неонатального перио-
да с врожденным пороком сердца с целью оценки 
его функциональности. Кроме того, с помощью 
сканирующей электронной микроскопии в об-
ратно-рассеянных электронах после заливки в 
эпоксидную смолу есть возможность проводить 
дифференцировку типов ретикулоэпителиаль-
ных клеток, а по их представительству в корко-
вом и мозговом слоя тимуса выделять различные 
отклонения в функционировании тимуса у детей 
неонального периода [3]. Также электронная ми-
кроскопия тимуса позволяет оценить так называ-
емые эпителиально-мезенхимальные переходы 
в тимусе. Оценка этого процесса очень важна 
для удаленных тимусов как объектов получения 
стромальных прогениторных клеток, способных 
создать новое тимическое микроокружение в 
лабораторных условиях для последующей транс-
плантации [12].

В то же время остановимся на противоречи-
вых аспектах последствий ранней тимэктомии. 

Так, клинический аспект последствий тимэк-
томии не отличается однородностью. В одних 
случаях результаты демонстрировали достаточно 
позитивную картину, как, например, в исследо-
вании, проведенном Wells W.J. и соавт. (1998), 
где в процессе катамнестического наблюдения в 
течение первого года жизни (после тимэктомии) 
ни один из исследуемых пациентов не нуждался в 

Рисунок 9. Оригинальный метод СЭМ-ОРЭ
Примечание. Микроскопическое строение тимуса Диапедез 
тимоцита в просвете капилляра для дальнейшего транспорта 
в периферические органы иммунной системы. Увеличение 
3,50 k.
Figure 9. Original scanning electron microscopy in 
backscattered electrons method
Note. Microscopic structure of the thymus Diapedesis of the thymocyte 
into the lumen of the capillary for further transport to the peripheral 
organs of the immune system. Magnification 3.50 k.

ми недавними мигрантами из тимуса (RTE – 
CD45+CD31+), которые после встречи с антиге-
ном становятся зрелыми Т-лимфоцитами.

Таким образом, проводя анализ тимуса при 
помощи оригинального метода СЭМ-ОРЭ и ис-
пользуя вариативность увеличительной способ-
ности микроскопа, возможно визуализировать 
макро- и микроанатомии тимуса, а также ультра-
структурные особенности клеток и субклеточных 
органелл. Такие морфологические параметры 
дают возможность получить исчерпывающую ха-
рактеристику о функционировании вынужденно 
удаленного тимуса и предположить возможные 
последствия для иммунной системы ребенка в 
дальнейшем. В то же время дискуссионные во-
просы о наличии иммунных нарушения у кар-
диохирургических пациентов с вынужденной 
тимэктомией в анамнезе представлены в обсуж-
дении.

Обсуждение
С позиции современных знаний тимус явля-

ется единственным центральным органом им-
мунной систему человека [2, 8]. Основной его 
функцией является антиген-независимая диф-
ференцировка Т-лимфоцитов от стадии double 
negative до стадии single positive, которая проходит 
преимущественно в корковом слое тимуса, в так 
называемой сети эпителиальных кортикальных 
клеток (ретикулоэпителиальных клеток). Эта сеть 
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госпитализации из-за инфекции. Было обычное 
и ожидаемое количество легких инфекционных 
заболеваний, включая случаи конъюнктиви-
та, синусита, отита и бронхита, большинство из 
которых, лечили антибиотиками амбулаторно. 
Среднее количество инфекционных заболеваний 
на одного пациента составило 3 в течение года 
(95% ДИ 1,4). Не было отмечено увеличения за-
болеваемости кандидозом, который обычно счи-
тается клиническим критерием Т-клеточного 
иммунодефицита [26]. Не показало увеличение 
частоты инфекций (после тимэктомии у ново-
рожденных) исследование Afifi A и соавт. (2010), 
причем даже при наличии изменений в попу-
ляции Т-клеток [9]. В нижеперечисленных ис-
точниках также не наблюдалось ни клинически 
значимого иммунодефицита, ни повышенной 
частоты аутоиммунных заболеваний по сравне-
нию с контрольной группой соответствующего 
возраста [13, 19, 24].

В других случаях выявлялось статистически 
значимое превышение вирусно-бактериальной 
инфекции, проявляющейся многократными от-
итами, ОРВИ, пневмонией; госпитализаций по 
случаю тяжело протекающей инфекции. Кроме 
того, частота госпитализаций, связанных с ин-
фекционными заболеваниями, больше увеличи-
лась у пациентов с полной, а не частичной ти-
мэктомией. Послеоперационный катамнез у этой 
группы детей составлял в среднем 18 лет [15, 18]. 
В ретроспективном шведском популяционном 
когортном исследовании авторы изучали часто-
ту аутоиммунных, инфекционных и атопических 
заболеваний, а также злокачественных новообра-
зований в связи с ранней тимэктомией у больных 
с ВПС в возрасте до 5 лет. Пациенты, перенесшие 
тимэктомию, имели повышенный риск аутоим-
мунных заболеваний, гипотиреоза, глютеновой 
болезни, а также возникновения инфекций по 
сравнению с контрольной группой, перенесшей 
раннюю операцию на сердце без тимэктомии. 
По сравнению с общей популяцией того же пола 
и возраста у пациентов после тимэктомии чаще 
развивались рак, аутоиммунные заболевания и 
атопические заболевания, а также был значи-
тельно более высокий риск соответствующих 
бактериальных и вирусных инфекций (63,1% 
против 23,1%) [16]. 

Wienecke L.M. и соавт. (2022) высказывают 
предположение о вероятной связи хронического 
воспаления и иммунного старения у взрослых, 
прооперированных в детстве по поводу ВПС с 
сочетанной тимэктомией. Эти пациенты могут 
составлять группу риска при заболевании, на-
пример COVID-19, и они по-прежнему страдают 
от заметно более высокой и преждевременной за-
болеваемости и смертности. Ведущими причина-
ми смерти у взрослых с ВПС (и тимэктомирован-

ных) являются сердечная недостаточность (43%), 
такие инфекции, как пневмония и эндокардит 
(12%), а также внезапная сердечная смерть [27]. 

 Собственные исследования клеточного со-
става периферической крови у детей с вынужден-
ной тимэктомии показали развитие абсолютной 
или относительной нейтропении и лимфоци-
топении; последней – за счет лимфоцитов раз-
личных фенотипов (CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, 
CD45RA+, CD31) – в разных вариациях [5, 6]. 
Снижение уровня Т-лимфоцитов CD4 было боль-
ше, чем Т-лимфоцитов CD8, главным образом 
за счет CD45RA+ субпопуляции [25]. Prelog M. и 
соавт. (2008) свидетельствовали о том, что тимэк-
томия в раннем детстве у исследуемых приводи-
ла к значительным изменениям периферической 
субпопуляции CD4+CD45RA+CD62L+ – наивных 
Т-клеток, которые напоминают признаки старе-
ния иммунной системы у пожилых людей после 
инволюции тимуса [23]. В частности, отмечалось 
увеличение Т-клеток памяти и связанное с этим 
нарастание титров аутоантител (ANA, ANCA) [11].

Некоторые авторы связывали с тимэктомией 
с ухудшением параметров гуморального имму-
нитета и системы фагоцитирующих мононулеа-
ров [10].

Учитывая столь противоречивые результаты 
последствий тимэктомии, возникает вопрос о 
первопричине такого исхода. По определению, 
благоприятный прогноз может быть связан с бо-
лее зрелым возрастом ребенка, подвергшегося 
тимэктомии (например старше 1,5-2 лет), когда 
тимопоэтическая функция вилочковой железы 
наиболее активная и имеет место более активная 
миграция из тимуса так называемых недавних 
эмигрантов из тимуса (RTE, CD45+CD31+) на 
периферию (в ткани) с трансформацией в полно-
ценные эффекторные Т-лимфоциты. Такой же 
результат можно ожидать у тимэктомированных 
детей более раннего возраста, когда изначально 
нормально сформированный тимус имеет гене-
тически детерминированную большую функ-
циональную потенцию в сравнении с детьми 
популяции аналогичного возраста. Негативные 
последствия тимэктомии могут быть связаны с 
относительно более ранним оперативным вмеша-
тельством (ранее 1,5-2 лет) или морфологически 
и функционально незрелой вилочковой железой 
к моменту этого радикального вмешательства. 
В этом случае передача RTE на периферию от-
носительно более низкая и более низкое форми-
рование зрелых Т-лимфоцитов. Представленный 
оригинальный метод сканирующей электронной 
микроскопии в обратно-рассеянных электро-
нах тимуса в этом случае поможет определиться 
со степенью его зрелости к моменту операции и 
тем самым поможет внести определенный вклад 
в аналитику прогноза.
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На основании большого количества иссле-
дований многие авторы считают, что нужно по-
ставить под сомнение все еще практикуемое хи-
рургическое удаление ткани вилочковой железы 
при операции на сердце у детей в условиях искус-
ственного кровообращения и начать дальнейшие 
долгосрочные исследования последствий тимэк-
томии и развития системного воспалительного 
ответа [1, 6, 27]. В этом отношении морфофунк-
циональные исследования тимуса до удаления с 
помощью ультразвуковых методов исследования 
и удаленного тимуса с помощью самодостаточно-
го метода сканирующей электронной микроско-
пии в обратно-рассеянных электронах, с парал-
лельным исследованием иммунных показателей 
периферической крови, в том числе уровней 
TREC и KREC, позволят получить новые знания 
о механизмах развития иммунных нарушений в 
последующем онтогенезе.

Заключение
Полученные данные показали возможности 

сканирующей электронной микроскопии в об-
ратно-рассеянных электронах в морфологиче-
ской и в функциональной оценке тимуса, как 
центрального органа иммунной системы, вы-
нуждено удаленного у детей первых недель жиз-

ни с врожденными пороками сердца. Поэтапная 
визуализация от малых к большим увеличениям, 
от тканей к клеткам и внутриклеточным структу-
рам, а также послойное исследование коркового, 
мозгового вещества, междольковых перегородок 
и сосудов позволят эффективно оценить функ-
циональность тимуса.

Данный метод исследования является доста-
точным для научных исследований вынужденно 
удаленного тимуса, так как дает возможность по-
казывать клеточный состав различных слоев ти-
муса, межклеточные взаимодействия тимоцитов 
с ретикулоэпителиальными клетками коркового 
и мозгового слоев тимуса, тонкие особенности 
телец Гассаля и, наконец, процесс покидания ти-
муса Т-лимфоцитами.

Дальнейшие исследования тимуса с помощью 
оригинального метода сканирующей электрон-
ной микроскопии в обратно-рассеянных элек-
тронах позволят определить цифровые значения 
для каждого из вышеописанных процессов, а 
проводя дальнейшее наблюдение за этими деть-
ми (с тимэктомией) с учетом их инфекционной, 
аллергической и другой иммунопатологии, мож-
но будет выделить внутритимические микро-
анатомические маркеры различных первичных 
функциональных состояний тимуса (реактивно 
избыточное, депрессивное, эйтоничное).
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