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甲状腺钙化对病理诊断的影响及时间梯度脱钙法的应用价值 
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石河子大学第一附属医院病理科，新疆 石河子 832000 

[ 摘要 ] 目的 系统探讨甲状腺钙化与乳头状癌(PTC)的关联性、其对免疫组化标志物表达的影响，并评估表面脱钙技术在

解决术中冰冻诊断难题中的价值与优化方案。方法 回顾性分析 451 例甲状腺手术病例，通过 χ²检验分析钙化与甲状腺乳

头状癌的相关性；检测 Galectin-3、CD56、Ki-67 表达差异；对含钙化新鲜组织行表面脱钙实验，评估脱钙时间对冰冻切片

质量及细胞形态的影响。结果 与恶性关联：钙化组甲状腺乳头状癌占比显著高于无钙化组。免疫组化特征：CD56 缺失对

钙化癌特异性达 100%；Galectin-3 敏感性高但特异性低；Ki-67>5%在无钙化癌中比例更高。脱钙实验：脱钙时间延长改善

切片质量，肿瘤细胞形态特征大部分消失；脱钙后石蜡切片及免疫组化未受影响。结论 钙化是甲状腺乳头状癌的重要指

标；“时间梯度脱钙-双冰冻切片比对法”能有效平衡切片质量与细胞形态保存，为提高钙化甲状腺术中冰冻诊断的准确性

提供了系统性解决方案。 

[关键词] 甲状腺钙化；术中冰冻；脱钙技术；诊断准确性 

Impact of thyroid calcification on pathological diagnosis and its value of time-gradient decalcification 
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Abstract:  Objective To systematically explore the association between thyroid calcification and papillary thyroid carcinoma (PTC), 

its impact on the expression of immunohistochemical markers, and to evaluate the value and optimization schemes of surface 

decalcification techniques in addressing diagnostic challenges of intraoperative frozen section. Methods A retrospective analysis of 

451 thyroid surgery cases was conducted. The correlation between calcification and PTC was analyzed using the χ² test. The expression 

differences of Galectin-3, CD56, and Ki-67 were examined. A surface decalcification experiment was performed on fresh calcified 

tissues to assess the impact of decalcification time on frozen section quality and cellular morphology. Results Association analysis 

between calcification and malignancy showed that the proportion of PTC in the calcification group was significantly higher than in the 

non-calcification group. Immunohistochemically, the absence of CD56 showed 100% specificity for PTC with calcification; Galectin-

3 had high sensitivity but low specificity; Ki-67 >5% was more commonly detected in PTC without calcification. Decalcification 

experiment revealed that prolonged decalcification time improved section quality, but morphological features of most tumor cells were 

lost. Decalcification did not affect paraffin sectioning or immunohistochemical results. Conclusion Thyroid calcification is an 

important indicator of PTC. The 'time-gradient decalcification and twice frozen sections' can effectively balance section quality and 

cell morphology preservation, providing a systematic solution to improve the accuracy of intraoperative frozen diagnosis of calcified 
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甲状腺肿瘤是头颈部常见的一种内分泌病变，近些年其发病率逐渐升高，已经引起了人

们的极大关注，在公共卫生领域属于重要的问题之一
[1-3]

，虽然超声检查作为甲状腺病变早期

筛查的首选，能有效识别结节、血流分布和钙化等关键影像学特征，有研究发现甲状腺钙化

灶（特别是直径<2 mm 的微钙化）与甲状腺肿瘤恶性风险呈显著正相关[4-6]。但是病理诊断

是判断疾病的性质，“金标准”为临床确诊提供确切的良恶性依据，并且是制订个体化诊疗

方案的重要依据。为了进一步探索钙化的特征与甲状腺疾病的精准诊断有关的意义，本研究

以 2024 年本院收治的 451 例甲状腺手术标本为对象，回顾性收集术前全部患者的超声及影

像学资料，并根据术后的病理结果及免疫组化、分子病理等检查对钙化的相关特点进行判读

分析。 

作为恶性肿瘤诊断的一个重要预警指标，钙化已经被临床上广泛应用，并取得了较好的

临床应用价值。但是目前临床上，在进行甲状腺钙化的病理诊断时往往面临技术难题[7, 8]，

存在因为钙化问题而产生的切片困难、细胞结构不清的问题，在临床上使用术中快速冰冻病

理检查时也有 10%的甲状腺冰冻术中病理出现了由于钙化问题而导致的诊断有误的情况发生
[9-11]。因此，本研究旨在通过一个系统的研究路径解决上述难题：首先，明确钙化与甲状腺

乳头状癌（PTC）的关联性，确立其临床预警价值；其次，探索钙化对关键免疫标志物表达

的影响，为诊断提供分子依据；最终，针对钙化导致的制片困难，评估并优化表面脱钙技术，

以形成一套完整的术中冰冻诊断优化策略，详细的方法和结果见正文部分。 
1  材料与方法 

1.1  研究对象  石河子大学第一附属医院于 2024 年 1 月至 2024 年 12 月收治的接受病理科

检查甲状腺病变患者 451 例，取出其中没有固定的甲状腺病变钙化部分组织进行冷冻处理。 

本研究经石河子大学第一附属医院科技伦理委员会伦理审查批准（伦理审查号：

KJ2025-337-02）。 

1.2  仪器及试剂 

1.2.1  仪器   Milestone 速冻包埋仪，Leica CM1950 冰冻切片机，日本羽毛一次性刀片，海

伦载玻片，DAKO 全自动染色机，Leica 2245 石蜡切片机，北京中杉全自动免疫组化机。 

1.2.2  试剂   无水乙醇，二甲苯（天津化工厂），DAKO 苏木素伊红染色剂，5%硝酸，免

疫组织化学一抗、二抗试剂和 DAB 染液等试剂均购自北京中山金桥生物技术公司。 

1.3  方法  选取新鲜含有钙化的甲状腺组织（通过术前超声检查确认钙化程度相似，均为

散在点状微钙化，单个钙化灶直径不超过 0.5 cm），取材（取材大小 0.2～0.3 cm）后部分组

织 Milestone 速冻包埋仪处理，处理好的冰冻托放入 LeicaCM1950 冰冻切片机进行切片，切

片厚度为 5 μm，留取一张未脱钙切片，将组织滴加 5%硝酸进行表面脱钙，分别在脱钙时间

为 1，3，5 min 时再次切片，根据脱钙时间的长短进行分组，1 组未脱钙，2 组脱钙 1 min，3

组脱钙 3 min，4 组脱钙 5 min，将各组切片放入冰冻快速染色机进行 HE 染色，由病理医生

镜下进行分组阅片对比，评估不同表面脱钙时间对甲状腺组织和细胞影响；将冰冻后的组织

进行固定，脱水，包埋，行石蜡切片，放入 DAKO全自动染色机进行染色，成片后由高年资



医师进行阅片，观察冰冻切片时进行组织表面脱钙是否会对后续石蜡切片 HE 染色造成影响；

部分组织固定脱水行石蜡制片，与冰冻脱钙后的石蜡切片一同进行全自动免疫组化机进行免

疫组化染色，由高年资医师进行镜下判读分析。Galectin-3 和 CD56 为胞质着色，Ki-67 为胞

核着色。 

1.4  统计方法  本研究采用 SPSS 22.0 进行数据分析。计量资料符合正态分布时以均数±标

准差表示，组间比较采用单因素方差分析（ANOVA），方差不齐时采用 Welch 校正；计数

资料以 n（%）表示，组间比较采用 χ² 检验或 Fisher 确切概率法。采用 ROC 曲线评估诊断

效能，多重比较经 Bonferroni 校正。所有统计检验均为双侧，P<0.05 认为差异有统计学意

义。 

2  结果 

2.1  临床资料（表 1）  本研究基于 451 例手术切除的甲状腺标本，根据病理诊断结果进行

分组：钙化甲状腺癌 151 例：其中甲状腺乳头状 149 例，占 33.5%（其中经典型 133 例（占

89.2%）、滤泡亚型 16 例（占 10.8%）），甲状腺髓样癌 2 例；无钙化甲状腺乳头状癌 204

例，占 45.2%（其中经典型 193 例（占 94.2%）、滤泡亚型 11 例（占 5.8%））;钙化甲状腺

非癌病变，23 例，占 5.1%（结节性甲状腺肿 22 例、淋巴细胞甲状腺炎 1 例）无钙化甲状腺

非癌病变，73 例，占 16.2%（其中结节性甲状腺肿 72 例、淋巴细胞甲状腺炎 1 例）。各组

间患者的年龄与性别分布无显著差异（P>0.05）。（因甲状腺髓样癌标本量仅 2 例，无法进

行亚组统计分析，后续研究实际例数为 449 例） 

表 1  患者基本特征 

组别 样本量（n） 平均年龄（岁） 性别占比（男：女） 

钙化甲状腺乳头状癌 149 52.3±12.1 46:103 

 乳头状癌经典型 133  40:93 

乳头状癌滤泡亚型 16  6:10 

甲状腺髓样癌 2  2:0 

无钙化甲状腺乳头状癌 204 48.7±15.3 76:128 

乳头状癌经典型 193  74:119 

乳头状癌滤泡亚型 11  2:9 

钙化非癌甲状腺病变 23 57.6±14.8 6:17 

结节性甲状腺肿 22  6:16 

淋巴细胞甲状腺炎 1  0:1 

无钙化非癌甲状腺病变 73 50.1±16.4 16:57 

结节性甲状腺肿 72  16:56 

淋巴细胞甲状腺炎 1  0:1 

合计 451 52.2±15.1 146：305 

 

2.2  钙化与甲状腺乳头状癌的临床病理关联（表 2）  钙化组甲状腺乳头状癌总体发生率显

著高于无钙化组（86.6% vs 73.6%，P<0.01）；钙化组中经典型乳头状癌占比更高（77.3% vs 

69.7%，P<0.05），钙化组中滤泡亚型乳头状癌占比更高（9.3% vs 4%，P<0.05）；钙化组非

癌性病变比例显著低于无钙化组（13.4% vs 26.4%，P<0.01）；甲状腺钙化与甲状腺乳头状

癌之间存在相关性（χ²=12.37、P<0.01）。进一步 Phi 系数分析表明，钙化组甲状腺乳头状

癌的发生率更高，差异具有统计学意义（Phi=0.166，P<0.05）。 

表 2  钙化与甲状腺乳头状癌的临床病理关联 



 

2.3 钙化对免疫组化标志物表达及诊断效能的影响   

2.3.1  同甲状腺组织免疫组化表型阳性率的对比分析（表 3）  经典型乳头状癌特征：钙

化型和无钙化型均高表达 Galectin-3（钙化 97.0% vs 无钙化 96.4%）、钙化型 CD56 表达阳

性率略低于无钙化型（钙化 22.6 vs 无钙化 26.9%）、钙化型 Ki-67>5%比例显著低于无钙化

型（7.5% vs 17.1%）；滤泡亚型特征：钙化型和无钙化型均高表达 Galectin-3（钙化 100% vs 

无钙化 90.9%）、钙化型 CD56 表达性率高于无钙化型（钙化 31.2% vs 无钙化 18.2%）、钙

化型 Ki-67>5%阳性比例明显低于无钙化型（钙化 0% vs 无钙化 18%），差异具有统计学意

义（P<0.05）。 

表 3  不同甲状腺组织免疫组化表型阳性率的对比分析 

分组 钙化甲状

腺乳头状

癌（经典

型 n=133） 

钙化甲状腺乳

头状癌（滤泡

亚型 n=16） 

无钙化甲状腺

乳头状癌（经

典型 n=193） 

无钙化甲状腺

乳头状癌（滤

泡亚型

n=11） 

钙化非癌甲状

腺病变

（n=23） 

无钙化非癌甲

状腺病变

（n=73） 

P 值 

Galectin-3 129 

（97%） 

16 

（100%） 

186 

（96.4%） 

10 

（90.9%） 

14 

（60.9%） 

18 

（23.1%) 

<0.01 

CD56 30 

(22.6%) 

5 

（31.2%） 

52 

(26.9%) 

2 

（18.2%） 

23 

(100%) 

72 

(98.6%) 

<0.01 

Ki-67>5% 10 

(7.5%) 

0 

（0%） 

33 

(17.1%) 

2 

（18%） 

1 

(4.3%) 

0 

(0%) 

<0.05 

2.3.2  Galectin-3、CD56、Ki-67>5%标志物在甲状腺乳头状癌中的诊断效能（表 4）  

Galectin-3：无钙化病变 AUC 高于钙化病变 AUC （无钙化 0.92 vs 钙化 0.79）其敏感性为

95.6%特异性为 76.7%；CD56：钙化病变 AUC 略高于无钙化病变 AUC（钙化 0.88 vs 无钙化

0.85）其敏感性为 76.8%特异性为 100%；Ki-67>5%：无钙化病变 AUC 高于钙化病变 AUC 

（无钙化 0.81 vs 钙化 0.68）其敏感性为 17.2%特异性为 100%。 

表 4  Galectin-3、CD56、Ki-67>5%标志物在甲状腺乳头状癌中的诊断效能 

标志物 AUC 

（钙化病变） 

敏感性 特异性 AUG 

（无钙化病变） 

敏感性 特异性 

分组 钙化组（n=172） 无钙化组（n=277） 合计（n=449） P 值 

甲状腺乳头状癌 149（86.6%） 204（73.6%） 353 <0.01 

经典型 133（77.3%） 193（69.7%） 326 <0.05 

滤泡亚型 16（9.3%） 11（4%） 27 <0.05 

非癌病变 23（13.4%） 73（26.4%） 96 <0.01 



Galectin-3 0.79 98.0% 39.1% 0.92 95.6% 76.7% 

CD56 0.88 76.8% 100% 0.85 73.5% 98.6% 

Ki-67>5% 0.68 9.3% 95.7% 0.81 17.2% 100% 

 

2.4  表面脱钙技术对冰冻切片质量的优化与风险分析（表 5、图①～图⑧）  20 例含钙化

新鲜甲状腺组织（通过术前超声检查确认钙化程度相似，均为散在点状微钙化，单个钙化灶

大小不超过 0.5 cm）进行时间梯度冰冻表面脱钙实验，实验结果如下：未脱钙组：冰冻切片

显示明显的刀痕和组织缺失，部分病例出现组织破碎，影响病理诊断准确性；脱钙 1 分钟

组：切片质量未见明显改善，镜下观察显示正常细胞染色清晰、结构完整，但肿瘤细胞特征

性结构大部分消失仅能看到部分残影、着色不清，影响良恶性判断；脱钙 3 分钟组：切片质

量较 1 分钟组略有改善，但仍存在组织钝感，提示钙化未完全去除，肿瘤细胞形态学特征与

1 min 组相同；脱钙 5 min 组：切片质量显著改善，无明显顿挫感，提示钙化影响降低，肿

瘤细胞形态学特征 1 分钟组相同。得出结论：微小型钙化组织术中冰冻时脱钙是可行的，可

以缓解因钙化带来的组织缺失与切片困难，正常细胞染色无影响，但新鲜甲状腺癌细胞对强

酸脱钙剂敏感性较高，会导致细胞形态特征部分消失，细胞核着色不清。对经过表面脱钙的

冰冻组织进行后续石蜡制片和 HE 染色观察显示：组织结构完整清晰，无明显异常；染色质

量良好，未见冰冻脱钙相关影响；免疫组化结果由高年资医师镜下观察组织结构完整清晰，

染色质量良好，未见冰冻脱钙相关影响。因此可以得出结论：冰冻切片前的表面脱钙，不会

对后续石蜡切片与免疫组化的诊断质量产生负面影响。 

表 5  时间梯度甲状腺组织冰冻表面脱钙实验 

脱钙时间 切片质量 正常细胞表现 肿瘤细胞表现 

未脱钙 刀痕及组织缺失，部分组织破碎 染色清晰，结构完整 染色清晰，结构完整 

1 min 刀痕与组织缺失情况无改善 染色清晰，结构完整 
特征性结构部分消失，着色不清，影响

良恶性判断 

3 min 
较 1 min 组略有改善，但仍存在钝

感，提示钙化未完全去除 
染色清晰，结构完整 

特征性结构部分消失，着色不清，影响

良恶性判断 

5 min 
显著改善，无明显顿挫感，提示钙

化影响降低 
染色清晰，结构完整 

特征性结构部分消失，着色不清，影响

良恶性判断 

 



 

图①.无脱钙冰冻切片 HE, ×40 图②.脱钙 1 分钟冰冻切片 HE, ×40 图③.脱钙 3分钟冰冻切片 HE, ×40 图④.脱钙 5 分钟冰

冻切片 HE, ×40 图⑤.冰冻脱钙后石蜡切片 HE, ×40 图⑥.Galectin-3 EnVision 法, ×200 图⑦.CD56 EnVision 法, ×200 

图⑧.KI-67 EnVision 法, ×200 

3  讨论 

3.1  钙化与甲状腺乳头状癌相关性 钙化是甲状腺癌的重要影像学特征，关于钙化的病理机

制以及其与甲状腺癌分子标志物之间的关系研究一直是重点，本研究通过回顾性分析发现甲

状腺钙化灶与甲状腺乳头状癌之间具有显著的相关性。我们的研究首先证实了钙化是 PTC 的

重要风险指标，这凸显了在术中冰冻中准确诊断钙化结节的重要性。然而，钙化本身给制片

和诊断带来了技术挑战。在确认钙化临床意义的基础上，通过Galectin-3、CD56、Ki-67在甲

状腺乳头状癌钙化和非钙化灶中的差异表达，提示钙化性 PTC可能具有不同的生物学背景，

为临床上的诊断和鉴别诊断提供新的思路，以及辅助指导临床的治疗工作。 

Galectin-3(半乳糖凝集素-3)是 β-半乳糖苷结合蛋白，属于凝集素家族成员，参与调控免

疫调节、细胞黏附、增殖、凋亡及炎症等生物学过程。Galectin-3 是病理学诊断的重要标志

物，在甲状腺肿瘤中是十分有价值的鉴别指标[12, 13]，但是对于钙化甲状腺组织，Galectin-3

存在很低的特异性，在诊断钙化甲状腺时要注意出现假阳性；CD56（神经细胞黏附分子，

NCAM）是细胞表面糖蛋白，属免疫球蛋白超家族成员，主要分布在神经组织、NK 细胞以

及某些神经内分泌细胞上。CD56 在病理诊断上是一个重要的免疫组化指标，对多个部位的

多种肿瘤具有良好的鉴别意义，在甲状腺癌中常表现为缺乏，且具有较高的特异性和较高的

敏感性[14, 15]。本次研究发现 CD56 缺失在钙化乳头状癌中具有高度特异性，说明其作为恶性

标记物的可靠性较高。Ki-67 为一种核蛋白，主要用于表示细胞增殖活性，能够对肿瘤的诊

断、预后判断有重要作用。本研究结果显示，Ki-67 在甲状腺乳头状癌中的表达具有显著差

异，尤其是在钙化和无钙化病变之间：Ki-67>5%在无钙化甲状腺乳头状癌中的比例更高，这

一数据提示，在无钙化甲状腺乳头状癌中可能具有更强的增殖活性，其生物学行为可能更具

侵袭性，在临床中对于超声结果中未发现钙化但 Ki-67>5%的甲状腺结节应提高警惕，考虑

更积极的治疗策略[16, 17]。 



3.2  甲状腺术中冰冻脱钙实验可提高诊断准确率  甲状腺术中冰冻切片病理诊断作为近年

来甲状腺疾病诊断的重要检查之一[18, 19]，由于其时限性，钙化一直是造成制片困难的重要原

因之一[20, 21]，而通过之前的回顾性分析更一步证实了钙化与甲状腺乳头状癌有很高的正相关

性，解决钙化在术中冰冻对病理诊断的影响成为了难题，何理等学者证明了脱钙技术在术中

冰冻中的应用是可行的[22]，考虑到甲状腺钙化多为微小型，脱钙液对于未固定的组织细胞影

响较大，吴丽娜等学者认为表面脱钙对于组织影响较小[23]，基于此本研究后续进行了甲状腺

冰冻表面脱钙实验，为了提高术中冰冻甲状腺脱钙后病理诊断的可靠性，本研究设想了“时

间梯度脱钙-双冰冻切片比对法”来减少误诊的概率，该方法优势在于保留了常规切片作为基

准参照，通过差异对比发现潜在假阴性区域，这符合病理诊断中的“双重确认”原则；因术中

冰冻时间有限，在时间方面的成本也在可接受范围；仅使用常规病理设备就可做到，并不需

要添置新机器；操作流程易于标准化，该方法的缺点在于对技师的熟练度要求较高，对弥漫

性钙化效果有限。目前临床上常用的脱钙剂主要有：强酸性（硝酸、盐酸、硫酸等）；弱酸

性（甲酸、乙酸及一些符合脱钙剂等）；螯合剂（EDTA）[24, 25]。由于冰冻时限性强，本研

究选择了强酸脱钙液，造成了甲状腺癌细胞形态特征的部分缺失，希望进一步尝试改良脱钙

液，降低制片难度提高诊断准确率。 

综上所述，本研究发现，甲状腺钙化与 PTC 密切相关，且此类癌灶表现出 CD56 缺失

特异性高、Ki-67 增殖指数偏低等独特的免疫表型。针对钙化导致的术中冰冻诊断难题，表

面脱钙技术可改善切片质量，但会部分损失细胞形态。因此，我们推荐的‘时间梯度脱钙-双

冰冻切片比对法’作为一种审慎的实践策略，能有效提升诊断准确性，具有重要的临床推广

价值。 
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