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摘  要 

目的：运用生物信息学方法，分析原发性失眠差异基因与炎症相关基因和相关富集通路，进一步通过共

表达网络与抗失眠药物的关系深入探讨其与治疗药物的关系。方法：使用GEO2R对数据库中筛选出的原

发性失眠芯片数据进行差异基因表达分析，并与炎症相关基因取交集。对差异基因进行本体论富集分析

和功能富集分析，利用String数据库进行蛋白网络互作分析，并使用Cytoscape软件获取关键基因。最后，

利用CTD数据库将关键基因与失眠药物相关基因进行比对。结果：与健康对照相比，原发性失眠患者有

2382个差异表达基因，主要涉及细胞因子介导的信号通路、对细菌来源分子的反应和对脂多糖的反应等

生物过程。蛋白互作网络的分析筛选出IL10、CCL5、IL18、IL1B等10个关键基因。通过CTD数据库，

发现有CCL5、CCR7、IL10、IL18、IL1B等6个关键基因与褪黑素相互作用。结论：原发性失眠患者血

清中存在明显的基因表达差异，褪黑素治疗失眠的机制可能与NLRP3相关。 
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Abstract 
Objective: To analyze the differentially expressed genes and inflammation-related genes and related 
enriched pathways in primary insomnia using bioinformatics methods, and to further explore the 
relationship between anti-insomnia drugs and therapeutic drugs through the co-expression network. 
Methods: GEO2R was used to analyze the differential gene expression of primary insomnia micro-
array data screened from the database, and the intersection with inflammation-related genes was 
taken. Ontology enrichment analysis and functional enrichment analysis were performed on the 
differentially expressed genes. Protein network interaction analysis was performed using String da-
tabase, and the key genes were obtained using Cytoscape software. Finally, the key genes were 
aligned with insomnia drug-related genes using the CTD database. Results: Compared with healthy 
controls, patients with primary insomnia had 2382 differentially expressed genes, which were mainly 
involved in biological processes such as cytokine-mediated signaling pathways, response to bacteri-
al-derived molecules, and response to lipopolysaccharide. Ten key genes including IL10, CCL5, IL18 
and IL1B were screened by protein interaction network analysis. Through the CTD database, six key 
genes were found to interact with melatonin, including CCL5, CCR7, IL10, IL18, and IL1B. Conclusion: 
There are significant gene expression differences in the serum of patients with primary insomnia, 
and the mechanism of melatonin in the treatment of insomnia may be related to NLRP3. 
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1. 引言 

原发性失眠(Primary insomnia, PI)是一种不受其他疾病、精神障碍或药物滥用等因素影响的失眠症

状。临床上，患者常常表现为入睡困难、易醒或早醒以及难以重新入睡[1]。根据流行病学调查的结果

显示，我国人群中患有 PI 的比例高达 45.5% [1]，这一比例明显超过了全球平均水平[2]。近年的研究

表明，炎症因子如肿瘤坏死因子-α (Tumor necrosis factor α, TNF-α)、白介素 1 (Interleukin 1, IL-1)和白

介素 6 (Interleukin 6, IL-6)等的表达与 PI 的发展密切相关。Opp MR [3] [4] [5]的多篇文章提出将 IL-1 注

射到实验动物的中枢或外周时，会增加非快眼动睡眠(Non-Rapid Eye Movement Sleep, NREMS)的时间，

而使用 IL-1 受体拮抗剂可减少实验动物的 NREM 睡眠时间。该机制与中缝背核 5-羟色胺能神经元[4]
及 γ-氨基丁酸能神经元[3]有关。Irwin [6]提出，当某些导致慢性轻度炎症的因素持续存在时(如自然和

社会环境因素的社会威胁、社会逆境；亚临床炎症疾病；慢性细菌病毒感染)，会造成睡眠结构性破坏

及连续性障碍，三者形成恶性循环，进而促进了机体炎症反应，包括系统性炎症(CRP、IL-6 和 TNF 水

平)、细胞炎症(单核细胞产生 IL-6 和 TNF)以及炎症转录活性(NF-κB 和 AP-1)升高。抗病毒免疫下降，

即 1 型干扰素应答基因、TH1 细胞相关细胞因子谱、IL-2、IL-12、病毒特异性记忆 T 细胞降低，IL-10

Open Access

https://doi.org/10.12677/acm.2024.142447
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


王雨欣，盛嘉敏 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2024.142447 3160 临床医学进展 
 

水平升高[7]。故若能探索和明确有助于改善 PI 的潜在炎症治疗靶点，无疑对防治 PI 是至关重要的。

此外，测序技术和组学技术的迅猛发展已从大数据的角度为探索和应对疾病事件提供了机遇和广阔前

景。故本研究旨在利用生物信息学分析，并利用 R 语言、功能富集分析、String 数据库等筛选 PI 中核

心炎症相关基因，并利用 CTD 数据库将关键基因与失眠药物有关基因进行匹配，以期为失眠药物的作

用机制研究提供依据。 

2. 资料与方法 

2.1. GEO 数据集筛选及炎症相关基因获取 

将 GEO 数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)作为检索源，检索自建库以来至 2023 年 10 月 31 日

PI 相关的数据集。GEO 数据库的检索式为(Primary insomnia) and (randomized controlled trials or RCTs)。
纳入标准包括：(1) 以人为研究对象的，公开发表的语种为中文或英文的高通量转录组学测序数据；(2) 数
据集包含 15 个以上患者样本和健康人样本。排除标准包括：(1) 同一研究分阶段报道者；(2) 测序组织

为组织液等液体或非高通量转录组水平的测序数据；(3) 无法获得全文或高通量测序数据者。最终在 7
个相关数据集中选择下载 GSE208668 数据，平台号为 GPL10904 Illumina HumanHT-12 V4.0 expression 
beadchip (gene symbol)，包含原发性失眠患者 17 例，对照组 25 例。从分子特征数据库中下载 200 个炎症

相关基因(GSEA|MSigDB (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb))。 

2.2. 差异基因( DEGs)的筛选 

使用 GEO2R 在线工具对 GSE208668 数据集中的 PI 患者血液样本和对照组无失眠健康老年人血液样

本进行差异基因分析。差异基因的筛选条件为：|logFC| ≥ 1 和 adj. P val (adjust P value) < 0.05；通过主成

分分析(Principal component analysis, PCA)验证 GSE208668 中数据的重复性；最后将筛选出的差异基因与

炎症相关基因集取交集获得 PI 中共表达的 DEGs，利用上海腾云云绘图网站 
(https://hiplot.com.cn/home/index.html)及微生信网站(http://www.bioinformatics.com.cn/)进行可视化。 

2.3. 基因本体论富集分析 

利用 Metascape 数据库(https://metascape.org/)对 DEGs 上传进行基因本体(GO)和京都基因与基因组百

科全书(KEGG)通路的富集分析，GO 分析包括细胞成分(Cellular components, CC)、生物过程(Biological 
process, BP)和分子功能(Molecular function, MF)，设定物种为人类，P < 0.05，富集结果利用上海腾云云

绘图网站(https://hiplot.com.cn/home/index.html)进行数据可视化。 

2.4. 蛋白互作网络(PPI)的绘制 

将输入到 String 网站(https://cn.string-db.org)进行蛋白互作分析，并设置最低置信度 > 0.7 及人类物种

以获得相关结果。 

2.5. 核心靶基因的筛选 

将蛋白互作网络文件下载后导入 Cytoscape 3.9.1 进行可视化处理，使用 CytoHubba 插件中 MCC 算

法，筛选出排名前 10 位的核心基因。 

2.6. 治疗药物匹配 

CTD 数据库，全称 Comparative Toxicogenomics Database，比较毒理基因组学数据库。将上述核心基

因输入 CTD 数据库，与目前常见失眠治疗药物相关基因进行匹配。 
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3. 研究结果 

3.1. DEGs 筛选 

利用 GEO2R 进一步的分析，PI 组共有 2382 个差异基因，其中包括 2002 个上调基因和 380 个下调

基因，用火山图可视化(图 1(a))，用热图可视化差异基因表达情况(图 1(b))。同时，PCA 分析结果表明 
 

 
(a) 

 
(b) 
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(c) 

Figure 1. Results of analysis of differentially expressed genes between healthy subjects and PI patients in the insomnia da-
taset GSE208668 
图 1. 失眠数据集 GSE208668 中健康受试者与 PI 患者差异表达基因的分析结果 

 

 
Figure 2. Inflammation-related co-expressed DEGs in PI 
图 2. PI 中炎症相关共表达 DEGs 

 
GSE208668 数据集的重复性良好(图 1(c))。与炎症相关基因集取交集后共筛选出 42 个炎症相关共表达

DEGs (图 2)。 

3.2. DEGs 相关性分析，PPI 网络构建及关键基因筛选 

利用 String11.5 数据库获得 PPI 网络。结果表明，上述炎症相关共表达 DEGs 之间存在相互作用(图 3)，
且每个基因互作数越多，其圆面积越大，颜色越深。将蛋白互作网络文件导入 Cytoscape3.9.1，并使用
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CytoHubba 插件的 MCC 算法，筛选出排名前 10 位的核心基因为 IL10、CCL5、IL18、IL1B、CD69、CCR7、
IL10RA、IL7R、CXCL9、NFKBIA。 

 

 
Figure 3. Protein interaction network of differentially expressed genes associated with inflammation 
图 3. 炎症相关共表达差异基因的蛋白互作网络 

3.3. 炎症相关共表达差异基因的 GO 和 KEGG 富集分析 

炎症相关共表达差异基因的 GO 富集分析结果表明，见图 4，主要涉及细胞因子介导的信号通路、

对细菌来源分子的反应、对脂多糖的反应(生物过程)；质膜外侧、内吞小泡、内吞囊泡膜(细胞成分)；
受体配体活性、细胞因子活性、免疫受体活性(分子功能)。在 KEGG 富集分析中炎症相关差异基因主

要涉及细胞因子–细胞因子受体相互作用、病毒蛋白与细胞因子和细胞因子受体的相互作用、C 型凝

集素受体信号通路。 

3.4. 关键靶基因与失眠常用治疗药物相互作用基因匹配结果 

为了从炎症机制探讨失眠药物的治疗机制，将上述核心基因与失眠治疗药物苯二氮卓类、非苯二氮

卓类、褪黑素能药物等在 CTD 数据库中进行比较。结果发现，与褪黑素有 6 个基因重叠，分别是：CCL5、
CCR7、IL10、IL18、IL1B、NFKBIA，结果见图 5。 
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Figure 4. Functional enrichment analysis of differentially co-expressed genes associated with inflammation 
图 4. 炎症相关共表达差异基因的功能富集分析 
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Figure 5. Venn diagram of key target genes interacting with melatonin 
图 5. 关键靶基因与褪黑素相互作用基因的韦恩图 

4. 讨论 

原发性失眠患者在认知领域，如记忆、注意力和执行功能等方面面临着损害，这对他们的社交功能

造成了严重影响，并增加了事故和慢性疾病发生的风险[8]。因此，有效改善 PI 患者的临床症状成为当前

研究的热点。然而，目前尚不清楚 PI 的发病机制，但现在普遍认为它可能与中枢神经系统的炎症有关[9]。
失眠会增加炎症性疾病和感染性疾病的风险[10]，同时，人类在应对慢性应激源和炎症性疾病状态时，睡

眠的正常适应功能可能发生失调，从而导致炎症增加，损害抗病毒免疫应答。因此患有炎症性疾病和感

染性疾病的人更容易出现睡眠问题[7]。Irwin 提出，当某些导致慢性轻度炎症的因素持续存在时(如自然

和社会环境因素的社会威胁、社会逆境；亚临床炎症疾病；慢性细菌病毒感染)，会造成睡眠结构性破坏

及连续性障碍，三者形成恶性循环，进而促进了机体炎症反应，包括系统性炎症(CRP、IL-6 和 TNF 水平)、
细胞炎症(单核细胞产生 IL-6 和 TNF)以及炎症转录活性(NF-κB 和 AP-1)升高[7]。在临床中予以适当抗炎

干预则有利于睡眠障碍的改善。 
在本研究中，特别关注 PI 炎症差异基因的分析。通过使用生物信息学工具和统计学方法，筛选出了

一些关键的致病基因，这些基因在 PI 的发生和发展中起着重要的作用。这些发现提供了更深入的关于

PI 致病机制的理解，并为开发新型 PI 治疗方法提供了一些重要思路。值得注意的是，我们的研究结果需

要更进一步的研究和验证，以更好地指导 PI 的临床治疗。 
分析数据集 GSE208668，结果显示，PI 组差异基因共 2382 个，其中上调基因 2002 个，下调基因 380

个，提示 PI 发病是由众多基因相互作用导致的结果。与炎症相关基因集取交集后共筛选出 42 个炎症相

关共表达差异基因，其中上调基因 36 个，下调基因 6 个。本研究通过构建蛋白互作网络，对上述差异性

基因进行了分析，筛选出了 10 个关键基因，它们分别是 IL10、CCL5、IL18、IL1B、CD69、CCR7、IL10RA、

IL7R、CXCL9、NFKBIA。 
进一步对这 10 个关键基因进行富集分析，结果显示这些基因主要参与细胞因子介导的信号通路、对

细菌来源分子的反应以及对脂多糖的反应等重要生物过程。此外，这些基因还构成了细胞的质膜外侧、

内吞小泡和内吞囊泡膜等细胞成分，在分子功能层面上介导受体配体活性、细胞因子活性和免疫受体活

性等重要功能。同时涉及细胞因子–细胞因子受体相互作用、病毒蛋白与细胞因子以及细胞因子受体的

相互作用，以及 C 型凝集素受体信号通路等关键途径。其中核心共表达差异基因 IL-10 是一种由 th2 型 T
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细胞、巨噬细胞、单核细胞、树突细胞、中性粒细胞、肥大细胞、嗜酸性粒细胞、自然杀伤细胞[11]、小

胶质细胞[12]和心脏巨噬细胞[13]，甚至肿瘤细胞[14]产生的多效细胞因子。IL-10 功能性地作用于多种细

胞，具有广泛的抗炎活性，巨噬细胞是 IL-10 抑制作用的主要靶点[15]。在巨噬细胞中，IL-10 主要抑制

核因子 κB (nuclear factor kappa-B, NF-κB)靶基因；而在树突状细胞和肥大细胞中，间接破坏干扰素调节

因子(interferon regulatory factor, IRF)；在中性粒细胞中，IL-10 似乎诱导了 IRF破坏和间接抑制NF-κb [16]，
而 NF-κB 活化是睡眠障碍影响白细胞炎症基因表达和炎症相关疾病风险的分子途径[17]。总之，IL-10 通

过调节局部细胞因子微环境和限制抗原呈递，从而阻止 T 细胞反应的有效发展[18]。研究表明，血液透

析患者的外周血单个核细胞合成 IL-10 较少，而 IL-10 抑制 IL-1b、TNF-a 和 IL-6 的产生，这可能通过对

促炎细胞因子产生的抑制性反馈缺陷导致这些患者的慢性炎症状态[19]。低水平的 IL-10 可能影响血液透

析患者的睡眠质量，血清 IL-10 浓度越低，睡眠质量越差[20]。 
为进一步明确这些失眠关键基因在药物治疗中是如何变化的，我们进一步将上述核心基因与失眠治

疗药物苯二氮卓类、非苯二氮卓类、褪黑素能药物等在 CTD 数据库中进行比较。结果发现，我们筛选到

的基因中有 6 个基因与褪黑素相关基因集有重叠。褪黑素(N-乙酰基-5-甲氧基色胺，MT)，是一种色氨酸

衍生分子，在人体内主要在松果体合成，视网膜和胃肠道等器官也会产生[21]。以往认为褪黑素调节睡眠

的生理机制包括以下两个途径，其一是通过调整视交叉上核的褪黑素受体。视网膜的神经纤维检测到环

境的亮度，并将信息传递到位于下丘脑的视交叉上核(suprachiasmatic nucleus, SCN)，调节 MT 的合成，

激活位于视交叉上核的膜受体 MT1 和 MT2，进而诱导睡眠规律的产生[22]。MT1 主要抑制神经元活动，

调节睡眠；MT2 则主要诱导睡眠相位的改变[23]。其二是通过影响体内 γ-氨基丁酸(gamma-aminobutyric 
acid, GABA)的含量，达到调节睡眠与觉醒周期的作用[24]。机体中调节正常睡眠–觉醒过程的网状上行

激活系统主要是由 GABA 神经元组成，GABA 的表达活性增会使下丘脑和脑干的促觉醒基团得到抑制，

起到助眠的作用[25]。近年来，越来越多的研究发现，除了上述作用之外，褪黑素的抗炎作用不容忽视。

有学者研制出褪黑素注射剂用于脓毒血症患者的 II 期临床，观察到了与实验动物中一致的抗炎作用[26]。
褪黑素可通过调节免疫细胞的数量以及调控细胞因子表达而具有免疫调节作用[27]。 

本次研究通过 CTD 数据库发现褪黑素的相互作用基因与前期数据挖潜发现的 10 个炎性共表达基因

有 6 个重叠，分别是 CCL5、CCR7、IL10、IL18、IL1B、NFKBIA。 
趋化因子配体 5 (CCL5)是趋化因子之一，可以调节 T 细胞的表达和分泌，主要在中枢神经系统中发

挥作用[28]。研究表明[29] CCL5 水平与失眠严重程度相关，在慢性失眠障碍患者中 CCL5 水平明显降低。

此外，CCL5 与生物钟基因有关，生物钟基因表达降低会降低 CCL-5 的表达[30]。 
多种免疫细胞亚群表达的受体 CC 趋化因子 7 (CC-chemokine receptor 7, 简称 CCR7)及其配体参与着

T 细胞亚群和抗原呈递的树突状细胞向淋巴结迁移归巢的过程[31]。白介素 10 受体 a (Interleukin 10 Re-
ceptor Subunit Alpha, IL10RA)该基因编码的蛋白质是白细胞介素 10 的受体。该蛋白质在结构上与干扰素

受体相关。它已被证明可介导白细胞介素 10 的免疫抑制信号，从而抑制促炎细胞因子的合成。核转录因

子 κB 抑制因子 α (NFKB inhibitor alpha，简称 NFKBIA)是核因子 κB (nuclear factor kappa-B，简称 NF-κB)
信号传导中的一个抑制因子，与促炎细胞因子的转录、免疫反应和抗凋亡基因有关。NFKBIA 通过与

NF-κB 的结合–解离和暴露–保护蛋白体来调节 NF-κB 活性[32]。 
与核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3 (NOD-like receptor protein 3, NLRP3)相关的蛋白包括白细

胞介素 18 (Interleukin-18, IL-18)、与凋亡相关的斑点样蛋白(Apoptosis-associated speck-like protein, ASC)
和半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶(cysteinyl aspartate specific proteinase-1, caspase-1) [33]。Caspase-1 蛋白

水解无活性和未成熟的 IL-1β和 IL-18，并将其转化为可从细胞释放的活性和成熟形式，并参与促炎症反

应的发生[34]。有研究证明 NLRP3 在失眠患者中表达增加，并且客观睡眠时间短、慢波睡眠减少、睡眠
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片段化增加与 NLRP3 相关蛋白激活呈正相关[35]。这可能是通过失眠激活交感神经系统使肾上腺素和去

甲肾上腺素水平升高，刺激白细胞肾上腺素能受体和激活核因子 κB (nuclear factor κB, NF-κB)介导的炎症

信号通路来激活 NLRP3 炎症小体[17]。一项关于获得性免疫缺陷综合症患者失眠与细胞因子多态性的研

究证实 IL1B 与入睡型失眠的发病风险存在负相关，而 Krueger [36]也指出 IL-1β具有睡眠调节特性，可

能增加非快速眼动睡眠。因此，NLRP3 炎症小体在失眠患者中表达增加可能是通过失眠激活交感神经系

统，刺激白细胞肾上腺素能受体和激活核因子 κB (nuclear factor κB, NF-κB)介导的炎症信号通路实现的，

而褪黑素可抑制 NF-κB 信号通路活化[37]。且除 NF-κB 途径外，有学者制作了褪黑素核受体缺失的脓毒

症小鼠模型，证实了褪黑素可通过降低活性氧的细胞质水平和阻止线粒体释放线粒体DNA来降低NLRP3
炎性体活性[38]。综上所述，本文为褪黑素改善失眠的作用机制提出新的假设，但是否可通过调节 NLRP3
炎性体而改善失眠，仍需进一步研究。 

本文通过生物信息学分析，筛选出多个与 PI 炎症共表达差异基因，完善了原发性失眠的基因调控网

络，其中 IL-10 差异性表达最为明显。且提出 NLRP3 是否可作为褪黑素改善失眠新的作用机制。PI 发病

机制复杂，对 IL-10 及其可能涉及的通路进行深入研究，可以在治疗早期进行监测，以确定给定的治疗

是否能有效减少免疫激活。外周生物标志物的可用性既能识别具有特定病理生理过程的患者，又能客观

监测相关途径的治疗反应，可为 PI 的靶向治疗及个体化治疗提供新的方向。 
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