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MEIS1基因甲基化检测在膀胱癌尿液
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【摘要】目的  分 析 尿 液 髓 系 生 态 型 病 毒 插 入 位 点 1（myeloid ecotropic viral 

integration site 1，MEIS1）基因甲基化在膀胱癌早期诊断中的应用价值。方法  选取 2023

年 8 月至 2024 年 5 月哈尔滨医科大学附属肿瘤医院膀胱癌患者及非肿瘤患者作为建模队

列，使用尿液及组织样本，联合癌症基因组图谱（TCGA）、基因表达综合数据库（GEO）

中数据进行基因甲基化差异性分析，确定膀胱癌特异性甲基化标志物。选取 2024 年 6 月

至 2024 年 10 月的膀胱癌患者及非肿瘤患者作为验证队列，通过与术后病理结果比较分

析 MEIS1 的诊断价值。结果  共纳入 297 例研究对象，其中建模队列中膀胱癌患者 94 例、

非肿瘤患者 83 例，验证队列中膀胱癌患者 90 例、非肿瘤患者 30 例。建模队列、TCGA

和 GEO 数据分析筛选出 HOXA9、CRTR、TWIST1、MEIS1、IFR8 5 个基因，以甲基化背

景低且癌旁、癌组织甲基化差异程度高为标准进一步筛选（AUC ≥ 0.9），确定 MEIS1
基因作为验证位点。验证队列中，MEIS1 基因甲基化区分膀胱癌和正常患者的准确性、

敏感度、特异度分别为 89.2%、91.1%、83.3%，与金标准的阳性检出率差异无统计学意

义（P ＞ 0.05）。结论  尿液 MEIS1 基因甲基化检测在膀胱癌的无创尿液诊断领域具有重

要的临床价值。
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【Abstract】Objective  To analyze the value of MEIS1 gene methylation in the early 
diagnosis of bladder cancer (BCa). Methods  From August 2023 to May 2024, BCa patients 
and non-tumor patients in the Harbin Medical University Cancer Hospital were selected 
as the modeling cohort. Urine and tissue samples were used to analyze the difference of 
methylation genes in combination with the data in the Cancer Genome Atlas (TCGA) and the 
Gene Expression Omnibus (GEO) to determine the specific methylation markers of BCa. BCa 
patients and non-tumor patients from June 2024 to October 2024 were selected as the validation 
cohort, and the diagnostic value of MEIS1 was analyzed by comparing with the pathological 
gold standard. Results  A total of 297 subjects were included, including 94 BCa patients and 
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83 non- tumor patients in the modeling cohort, 90 BCa patients and 30 non-tumor patients in the validation 
cohort. Analysis of the modeling cohort, TCGA, and GEO data screened out 5 methylation sites, including 
HOXA9, CRTR, TWIST1, MEIS1, and IFR8. MEIS1 gene was identified as the validation site after further 
screening conducted based on low methylation background and high degree of differential methylation 
between adjacent and cancerous tissues (AUC≥0.9). In the validation cohort, the accuracy, sensitivity and 
specificity of MEIS1 gene methylation in distinguishing BCa patients from normal patients were 89.2%, 
91.1% and 83.3%, respectively, and there was no significant difference with the positive detection rate of 
the gold standard (P>0.05). Conclusion  MEIS1 gene methylation in urine has important clinical value in 
non- invasive urine diagnosis of BCa.
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膀胱癌（bladder cancer，BCa）作为全球第二

大最常见的泌尿系统恶性肿瘤 [1]，每年约有 55 万

例新发病例 [2]，同时也是导致男性癌症死亡的主

要原因之一。BCa 的高复发性同样受到广泛关注，

数据表明 BCa 术后五年复发率为 50%~70%[3]，且

尿路上皮癌早期症状相对不明显，许多患者就诊

时多已浸润肌层，预后相对较差 [4]，这对患者的

日常生活质量及整个医疗体系构成了沉重负担。

传统的 BCa 诊断手段包括膀胱镜检查、肿瘤标志

物及尿液细胞学检查，但这些检查不可避免地存

在操作侵入性强、易引发患者不适及阴性结果无

法排除诊断等问题 [5-6]。有文献表明，BCa 被认为

是治疗成本最高的恶性肿瘤 [7]。

近年来，液体活检作为一种新兴的非侵入性

检测技术，逐渐崭露头角并受到了广泛关注 [8]。

该 技 术 通 过 对 血 液 或 尿 液 中 的 循 环 肿 瘤 细 胞

（circulating tumor cells，CTCs）、循环肿瘤 DNA

（circulating tumor DNA，ctDNA）及外泌体等生

物标志物进行深入分析以期达到肿瘤的早诊早

筛。尿液富含肿瘤相关蛋白质、DNA 和 RNA[9]，

可以提供 BCa 中发现的多种分子物质，能够揭示

肿瘤的分子特征及其动态变化信息，在肿瘤的早

期筛查、诊断、疗效监测及预后评估等多个方面

展现出巨大潜力。

DNA 甲基化作为一种重要的表观遗传修饰，

逐渐显露出其在癌症诊断中的潜力。这种修饰不

仅影响基因的表达，还与肿瘤的发展密切相关。

研究表明特定基因的甲基化状态在 BCa 患者的

尿液样本中具有显著变化，通过分析这些变化能

够识别潜在的生物标志物，从而为早期诊断提供

新的思路 [10]。因此，本研究通过对哈尔滨医科大

学附属肿瘤医院 BCa 和泌尿系统良性疾病患者

组织和尿液进行甲基化差异表达分析，同时结合

数据库筛选 BCa 特异性甲基化标志物，确定髓

系生态型病毒插入位 点 1（myeloid ecotropic viral 

integration site 1，MEIS1）基因作为关键基因，并

在前瞻性队列中进一步验证，旨在探讨 MEIS1 作

为 BCa 早期无创检查标志物的价值。

1  资料与方法

1.1  研究对象
选 取 2023 年 8 月 至 2024 年 10 月 就 诊 于 哈

尔滨医科大学附属肿瘤医院的 BCa 患者作为肿瘤

组，同期非癌症患者为对照组，包括泌尿系结石、

泌尿道感染、前列腺增生和其他泌尿系统良性疾

病。其中，2023 年 8 月至 2024 年 5 月的两组患

者作为建模队列，2024 年 6 月至 2024 年 10 月的

两组患者作为验证队列。纳入标准：①年龄≥ 18

岁，性别不限；② 同意参加本研究并自愿签署知

情同意书；③ 经病理确诊为 BCa 且为初次诊断

（肿瘤组）；临床确诊为泌尿系结石、前列腺

增生、泌尿道感染等非肿瘤良性疾病（对照组）；

④ 取样前 1 个月内未接受过任何治疗，即未接

受过任何针对本次确诊疾病的治疗。排除标准：

① 当前或先前有其他恶性肿瘤史；②合并其他

严重肝肾功能损害、糖尿病、严重感染以及心

功能不全；③ 妊娠妇女。本研究已获得哈尔滨

医科大学附属肿瘤医院伦理委员会审批（批号：

KY2023-63）。

1.2  样本收集
尿液样本的收集采用无菌尿液收集杯，要求

参与者在早晨空腹状态下自取尿液。受检者签署

知情同意书后如实填写样本信息登记表（是否空

腹、晨尿等），然后自行采集尿液样本，收集后
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放至 4 ℃ 冰箱；4 h 内进行离心。离心前先预冷

离心机，待离心机温度降到 4 ℃ 后方可使用；先

将尿液从尿杯移入 15 mL 离心管中，在 4 ℃ 条

件下将样本以 3 000 rpm 离心 10 min。将离心后

的上清倒入新的 15 mL 离心管中，每管不超过

8  mL，管上贴好条码；沉渣保留在原管中。将分

离得到的上清和沉渣放置于 -80 ℃ 冰箱保存。

组织样本为接受根治膀胱全切术并经过病

理证实的 BCa 组织及其配对的癌旁组织，癌旁

组织的选择标准为距癌灶边缘 5 cm 以上。

1.3  表达数据下载和处理
基 于 癌 症 基 因 组 图 谱（The Cancer Genome 

Atlas，TCGA）和基因表达综合（Gene Expression 

Omnibus，GEO）数据库的 450 K 数据进行差异化

甲基化位点的筛选，同时使用高通量 DNA 亚硫

酸氢盐靶向测序技术对 BCa 和正常癌旁组织进行

DNA 甲基化分析。为了减少该分析中的统计偏

差，排除性别、年龄、病理分级等临床信息缺失

的 BCa 患者。 

1.4  标志物筛选及验证
使用 DSS 包进行差异甲基化分析，根据严格

的筛选标准（AUC ≥ 0.9，甲基化率差异＞ 0.3）

对上述数据进行筛选，随后采用 Lasso 回归对筛

选后的高差异甲基化位点进行特征选择。使用

Primer Premier 5.0 设计甲基化特异性 PCR（MSP）

引物。采用荧光定量 PCR 测定样本的甲基化率，

以基因（CT 值）和内参基因（CT 值）计算得到

△ CT 值判定阳性或阴性结果，以膀胱镜或手术

后病理活检为金标准，分析基因在尿上清 cfDNA

及尿沉渣 gDNA 中的阳性率，对选择出的位点进

一步扩大样本量进行验证。

1.5  统计学分析
通过 R 3.1.4 软件进行统计学分析，使用 DSS

包进行差异基因分析，使用 Lasso 回归对筛选后

的差异甲基化位点进行特征选择。符合正态分布

的计量资料以均数和标准差（ sx ± ）表示；计数

资料采用频数及百分比（n，%）描述。临床特征

的组间差异比较采用 χ2 检验。P ＜ 0.05 为差异具

有统计学意义。

2  结果

2.1  一般情况
在建模队列中，肿瘤患者 94 例，其中男性

64 例， 女 性 30 例， 年 龄 33~88 岁， 平 均 年 龄

（64.98±10.63）岁。同期非癌症对照组患者 83 例，

其中男性 55 例，女性 28 例，年龄 30~85 岁，平

均年龄（60.19±8.86）岁。在验证队列中，肿瘤

患者 90 例，非癌症患者 30 例，肿瘤与非癌症患

者的年龄、性别、学历、婚姻状况及是否吸烟等

一般资料比较差异无统计学意义（P＞ 0.05），

流程见图 1。

2.2  PCa与正常组织DNA甲基化标志物差
异分析

收 集 来 自 公 开 数 据 库（TCGA 和 GEO） 的

图1  研究工作流程

Figure 1. Workflow of the study

哈尔滨医科大学肿瘤医院
配对组织20对

（膀胱癌组织与癌旁组织）

发现阶段 验证阶段

TCGA、GEO
15例膀胱癌组织

8例正常组织

验证队列
90例膀胱癌患者 & 30例正常患者

1 200 个标志物 2 032 个标志物

P值 & 筛选

5 个标志物

MEISI
建模队列

94例膀胱癌患者 & 83例正常患者

比较
阳性 & 阴性

（△CT）
病理诊断

敏感性 91.1%
特异性 83.3%
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特征 患者数（n=120）
MEIS1

χ2值 P值
阳性（n=87） 阴性（n=33）

性别 3.65 0.056

 男性 94 72（76.6） 22（23.4）

 女性 26 15（57.7） 11（42.3）

年龄（岁） 1.91 0.167

 ≤60 36 23（63.9） 13（36.1）

 ＞60 84 64（76.2） 20（23.8）

TNM分期 62.92 ＜0.001

 非肿瘤 30   5（16.7） 25（83.3）

 Ⅰ~Ⅱ期 70 65（92.9）   5（7.1）

 Ⅲ~Ⅳ期 20 17（85.0）   3（15.0）

组织学分级 62.45 ＜0.001

 非肿瘤 30   5（16.7） 25（83.3）

 低级别 65 59（90.8）   6（9.2）

 高级别 25 23（92.0）   2（8.0）

表1  基于尿液cfDNA的膀胱癌甲基化标志物筛选

Table 1. Screening of bladder cancer methylation 

markers based on urinary cfDNA

标志物 内参CT 阈值
阳性率（%，n）

肿瘤组 对照组

HOXA9 ≤33 12 60（12/20） 0（0/10）

CRTR ≤33 6 58（11/19） 15（2/13）

TWIST1 ≤33 10 50（10/20） 0（0/15）

MEIS1 ≤33 10 80（20/25） 0（0/25）

IFR8 ≤33 10 65（13/20） 15（3/20）

450K 数据进行差异化甲基位点的筛选，下载了

15 例 BCa 患者组织和 8 例正常膀胱组织 DNA 甲

基化数据。随后通过高通量 DNA 亚硫酸氢盐靶

向 测 序 对 本 研 究 队 列 的 20 对 BCa 和 正 常 癌 旁

组织进行 DNA 甲基化分析。通过差异甲基化分

析，队列中的 1 200 个标志物和 TCGA 和 GEO 联

合队列中的 2 032 个标志物在 BCa 和正常组织之

间发生显著变化。根据筛选标准，最终鉴定出 5

个 标 志 物（HOXA9、CRTR、TWIST1、MEIS1、

IFR8），这些标志物在肿瘤中显示出高且稳定的

甲基化水平。

2.3  构建并寻找最佳标志物
为了找寻最佳标志物，本研究使用建模队列

中的 94 例肿瘤患者和 83 例对照组患者的尿液，

用荧光定量 PCR 得到△ CT 值判定结果，并与病

理情况进行比对，发现 MEIS1 等基因在尿上清

cfDNA和尿沉渣gDNA中表现出较好的诊断性能，

见表 1 及表 2，选取 MEIS1 基因继续扩大样本量

进行验 证。

2.4  MEIS1和病理结果的一致性分析
使用验证队列中的 90 例肿瘤患者和 30 例非

肿瘤患者，以膀胱镜及术后病理结果为金标准，

测 得 MEIS1 基 因 甲 基 化 灵 敏 度 91.1%、 特 异 度

83.3%、阳性预测值 94.2%、阴性预测值 75.8%。

MEIS1 基因甲基化阳性率与性别、年龄、吸烟史、

是否出现血尿无关（P＞ 0.05），与 TNM 分期、

组织学分级有关（P ＜ 0.001），见表 3。采用配

对 χ2 检验分析 MEIS1与病理金标准对 BCa 的阳性

检出率差异没有统计学意义（P＞ 0.05），见表 4。

表2  基于尿沉渣gDNA的膀胱癌甲基化标志物筛选

Table 2. Screening of bladder cancer methylation markers based on urinary sediment gDNA

标志物 DNA投入量（ng） 内参CT 阈值
检出率（%，n）

肿瘤组 对照组

HOXA9 200 ≤26 9.73 70（14/20） 0（0/10）

CRTR ≤26 12.55 68（13/19） 15（2/13）

TWIST1 ≤26 10.94 60（12/20） 0（0/15）

MEIS1 ≤26 12.62 88（22/25） 0（0/25）

IFR8 ≤26 6.25 70（14/20） 15（3/20）

表3  临床病理特征与MEIS1甲基化的关系（n，%）

Table 3. Relationship between clinicopathologic features and MEIS1 methylation (n, %)
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特征 患者数（n=120）
MEIS1

χ2值 P值
阳性（n=87） 阴性（n=33）

吸烟史 0.65 0.420

 不吸烟 76 57（75.0） 19（25.0）

 吸烟 44 30（68.2） 14（31.8）

血尿 1.34 0.248

 有 31 20（64.5） 11（35.5）

 无 89 67（75.3） 22（24.7）

续表3

3  讨论

本研究探索了 DNA 甲基化作为 BCa 尿液无

创检测手段的潜力，并揭示了 MEIS1 与 BCa 发病

之间的紧密联系。这一发现不仅为 BCa 的早期诊

断开辟了新的生物标志物途径，同时也为临床实

践带来了新的启示。

既往已有研究应用 mRNA[11]、微管相关蛋

白 [12]、拷贝数变异 [13]、突变 [14] 等相关分析预测

BCa 的发生 [15]。传统的 BCa 诊断方法，诸如膀

胱镜检查，尽管诊断准确性高，但其侵入性操

作往往给患者带来不适与痛苦，同时患者需要

花费大量的治疗费用来应对 BCa 的诊断、复发

和治疗，这导致 BCa 被认为是治疗成本最高的

恶性肿瘤 [16]。除此之外还有尿脱落细胞学检查

和荧光原位杂交 [17-18] 等检查方法，但都有其局

限性。尿液作为非侵入性样本来源，在癌症检

测领域的应用价值日益凸显。本研究表明，通

过检测尿液中 DNA 的甲基化状态，能够实现对

BCa 的无创筛查，这一方法不仅显著提升了患

者的接受度，为大规模的人群筛查提供了现实

可行的途径，还为后续进一步监测 BCa 复发相

关研究提供了科学依据。

MEIS1 作为三重氨基酸环延伸家族的成员，

在细胞发育与增殖的过程中起着重要作用 [19]。

已有研究证实，MEIS1 在白血病中发挥着癌基因

的功能，驱动疾病的进展，包括促进白血病的发

生、白血病细胞的归巢，以及增强细胞间的相互

作用和迁移能力 [20]。然而在其他类型的癌症中，

MEIS1 则作为肿瘤抑制因子发挥作用。有研究表

明 MEIS1 在前列腺癌中展现出显著的肿瘤抑制

作用，该研究发现 MEIS1 的表达水平在从良性

上皮细胞向原发性肿瘤乃至转移组织的演变过程

中逐渐下降，这种表达的降低与促瘤基因 c-MYC
和 CD142 的表达上调密切相关 [21]。值得注意的

是，MEIS1 的基因表达与细胞周期蛋白 A 和 D1

的表达水平呈现出了明显的负相关关系，而与细

胞促凋亡因子呈正相关，这表明 MEIS1 可能通过

诱导细胞凋亡来发挥其肿瘤抑制作用 [22]。此外，

MEIS1 还能诱导细胞周期阻滞于 G1/S 期，从而减

弱高侵袭性肿瘤细胞的侵袭和迁移能力 [23]。尽管

MEIS1 在多种癌症类型中的功能已经得到了一定

程度的揭示，但关于其在 BCa 中的作用及其分子

机制，目前仍缺乏详细的文献报道。因此，对于

MEIS1 在 BCa 中的功能进行深入的研究和阐述，

将为该疾病的预防、诊断和治疗提供新的思路和

策略。

本 研 究 首 先 通 过 在 医 院、TCGA 和 GEO 队

列样本的联合分析中发现了 BCa 特异性甲基化标

志物。然后，研究团队在 94 例肿瘤及 83 例良性

疾病的队列中进一步筛选出诊断性能最佳的标志

物，并在 120 个样本中对基于 MEIS1 甲基化诊

断模型和病理结果进行了一致性分析，该甲基化

位点灵敏度 91.1%、特异度 83.3%、阳性预测值 

94.2%、阴性预测值 75.8%，这充分展示了其在临

床应用中的广阔前景。然而也必须认识到，当前

研究的样本量相对有限，未来开展大规模前瞻性

队列研究对于验证该标志物在 BCa 早期检测中的

有效性至关重要。同时，甲基化的动态变化提供

了一个全新的视角。随着 BCa 的发展，DNA 甲基

化模式可能会发生变化，这种变化不仅能够反映

肿瘤的进展阶段，还可能在治疗监测中发挥重要

作用 [24]。因此，将甲基化分析与其他生物标志物

表4  MEIS1甲基化和病理结果的一致性分析（n，%）

Table 4. Concordance analysis of MEIS1 methylation 
and pathological findings (n, %)

病理
MEIS1

合计 χ2值 P值
阳性 阴性

阳性 82（91.1）   8（8.9） 90 0.31 0.581

阴性   5（16.7） 25（83.3） 30

合计 87 33 120
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（如拷贝数变异、mRNA 等）相结合，进行多重

检测，有望进一步提升诊断的准确性。

本研究仍存在一定的局限性。首先，甲基

化检测的标准化流程尚未完全建立，实验方法

的细微差异可能导致结果的可重复性受到影响。

此外，职业暴露、吸烟、不同地理区域人群的

甲基化特征可能存在差异 [25-26]。因此，进一步

开展多中心研究对于验证本研究的发现具有重

要意义。随着 DNA 甲基化研究的深入和技术的

不断进步，未来有望将这一方法广泛应用于临

床实践，实现 BCa 的早期诊断、个体化治疗及

预后评估目标，从而为 BCa 患者提供更加精准、

有效的医疗服务。
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