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[bookmark: OLE_LINK12]【摘要】 吗啡是广泛使用的一种阿片类镇痛药，不同个体间对吗啡镇痛的敏感性有较大差异，长期使用吗啡会导致镇痛效果降低而产生耐受，耐受的易感性在个体间也有较大差异，这些都给吗啡在临床的优化应用带来很多困扰。遗传因素通过控制蛋白质编码从药代动力学和药效动力学两方面影响个体对吗啡镇痛的反应。P-糖蛋白编码基因ABCB1的多样性影响吗啡的转运和分布，编码UDP-葡糖醛酸转移酶的基因UGT2B7的多样性则控制吗啡代谢转化。吗啡的主要作用靶点μ阿片受体的编码基因OPRM1和儿茶酚-O-甲基转移酶的编码基因COMT的多样性引起的下游信号通路反应性差异影响吗啡镇痛药效学。未来对吗啡镇痛个体差异的遗传学研究需要使用遗传多样性更复杂的个体，采用更系统全面的分析方法从更广的范围筛选关键基因。阐明遗传多样性与个体间对吗啡镇痛反应差异的关系，将有助于理解吗啡镇痛的遗传药理学调控机制，为临床吗啡镇痛使用实现个人化、精确化甚至联合基因治疗改善吗啡镇痛提供依据。
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Genetic pharmacology of individual differences in morphine analgesia
YANG Yin, MENG Ai-min*
(Institute of Laboratory Animal Science, CAMS & PUMC, Key Laboratory of Human Disease Comparative Medicine, Ministry of Health, Beijing 100021, China)
【Abstract】 Morphine is a widely used opioid analgesic, but great individual differences in response to morphine such as sensitivity to analgesia and susceptibility to tolerance, which due to chronic morphine treatment, are great challenges for clinicians to optimize treatment strategy. Genetic factors play an important role in individual variability to morphine treatment. Individual responses to morphine are influenced by variant gene-encoded-proteins implied in pharmacokinetics and pharmacodynamics. Variants of P-glycoprotein encoding gene ABCB1 regulate transportation and distribution of morphine and affect analgesic effect. Diversity in UDP-glucuronosyltransferase encoding gene UGT2B7, whose encoding product catalyzing morphine to glycosylated metabolites contribute to different response to morphine in a pharmacokinetic way. Nevertheless, variants in μ-opioid receptor encoding gene OPRM1 and catechol-O-methyltransferase encoding gene COMT regulate morphine-induced downstream signaling and influence morphine analgesia in a pharmacodynamic way. It is necessary to employ individuals with more complex genetic diversity and screen in a larger scope through a more comprehensive system to find the key genes involved in individual differences of morphine analgesia in the future research. Illuminating the association between genetic variability and individual differences will help to figure out the mechanism of pharmacogenetic regulation in morphine analgesia. It will provide basis for personalized and accurate utility of morphine or even combining with gene therapy to improve analgesic effect.
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吗啡是目前治疗中重度疼痛使用最广泛的镇痛药，但其镇痛效果在不同个体之间具有很大差异。上世纪九十年代就有文献报道不同患者个体术后镇痛时对吗啡的需求量明显不同[1]，有的患者使用吗啡甚至没有镇痛效果，一项122例口服吗啡治疗癌痛的临床实验发现对吗啡镇痛不敏感的患者比例高达11.5%[2]。吗啡长期使用会导致镇痛效果降低，即产生耐受，个体间对吗啡镇痛产生耐受的几率和程度也存在较大差异，一些患者使用吗啡镇痛时，随着病程迁延和疼痛的增加吗啡用量也快速增加，而另一些患者在稳定的吗啡用量下持续数月还能得到充分的疼痛缓解[3]。此外，种族差异对吗啡镇痛效果也有较大影响[4]。这些研究结果都提示遗传因素在吗啡镇痛的个体差异产生中起到重要影响，因此，理清基因变异性与吗啡镇痛效果的关系将对改善吗啡使用和推进疼痛个体化治疗起到关键的作用。
遗传基因通过控制蛋白质编码从药代动力学和药效动力学两方面对吗啡镇痛产生影响，影响吗啡药代动力学的蛋白包括参与吗啡吸收、分布、催化代谢和排泄的酶和转运体等，而影响吗啡药效动力学的蛋白包括吗啡的靶点受体和受体激活后下游的信号转导元件等。本文对这些遗传因素在调控吗啡镇痛敏感性和耐受易感性个体差异中的作用进行了总结和讨论。
1 遗传因素对吗啡的药代动力学影响
1.1 吗啡镇痛敏感性差异
[bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK9]吗啡镇痛的量效关系个体间差异非常大，背后机制目前尚未完全阐明。大量研究表明在吗啡进入机体后对其进行吸收转运的蛋白及进一步催化代谢的酶共同作用，从药代动力学方面对吗啡镇痛产生影响。负责多种药物转运的主动外排泵P-糖蛋白（P-glycoprotein）位于构成血脑屏障的毛细血管内皮细胞腔表面和肠上皮细胞表面，可阻止药物进入脑或抑制口服药物的肠吸收过程，降低其生物利用率[5,6]。皮下注射给予吗啡30min后，P-糖蛋白缺失小鼠脑内吗啡浓度较野生型小鼠显著升高，同时吗啡镇痛效果也有所增高，此外，使用P-糖蛋白的抑制剂环孢霉素（Cyclosporine）对动物进行预处理发现可显著提高野生型小鼠的吗啡镇痛效果，而在P-糖蛋白缺失的小鼠中则无影响[7]。另一项在受试者中使用P-糖蛋白的另一种抑制剂奎尼丁（Quinidine）的研究结果表明口服吗啡的肠吸收得到了提高，血药浓度显著增加，药效相应增强，但血药浓度和药效的比例关系并未受到影响，提示P-糖蛋白可能在控制吗啡进入人脑方面没有明显作用[8]。P-糖蛋白的编码基因ABCB1具有C3435T单核苷酸多态性位点（Single nucleotide polymorphism, SNP），该位点碱基为T的患者对吗啡的需求量有增高的趋势[9]，可能也与吗啡敏感性差异的产生相关。
[bookmark: OLE_LINK1]吗啡-6-葡糖苷酸（Morphine-6-O-glucuronide, M6G）和吗啡-3-葡糖苷酸（Morphine-3-O-glucuronide, M3G）是人体内吗啡的主要代谢产物，由肝脏、脑和肾脏中的UDP-葡糖醛酸转移酶（UDP-glucuronosyltransferase, UGTs）的一种亚型UGT2B7催化形成，其中M6G具有较强的镇痛效果，可能是吗啡给药后镇痛效果的主要贡献者，而M3G不具镇痛效果[10]。有报道表明美洲原住民使用吗啡后M6G代谢产物要低于高加索白种人，提示吗啡的葡糖苷酸化代谢存在种族差异[11]，可能作为吗啡镇痛个体差异的一种机制。UGT2B7基因的多样性已经有研究阐明，有UGT2B7*1和*2两种基因型由C802T的SNP所引起，两种基因型频率分别为51.1%和48.9%，所编码的UGT2B7在第268位组氨酸（His）位点上替换为了酪氨酸（Tyr），但分别由UGT2B7*1和*2两种基因型编码的UGT2B7介导的对吗啡的葡糖醛酸化作用并无差别，患者使用吗啡后血液中吗啡-葡糖苷酸与吗啡的比例也没有改变[12]，其他UGT2B7的多样性也对其催化吗啡葡糖苷酸化并无影响[13-15]。有临床病例报告通过对两位吗啡镇痛效果差异巨大的癌症患者进行研究发现，这两位患者的UGT2B7蛋白即存在His268Tyr的突变，同时对吗啡镇痛不敏感的患者其μ阿片受体（μ-opioid receptor, MOR）的编码基因OPRM1第118位也较吗啡镇痛效果较好的患者不同，由纯合的A/A变为A/G，此变异导致μ阿片受体第40位天冬酰胺（Asn）变为天冬氨酸（Asp）[16]，对UGT2B7多样性对其功能影响的研究提示此病例中两位患者对吗啡反应的差异性可能由μ阿片受体的Asn40Asp变异介导。采用病人自控给药镇痛（Patient-controlled analgesia）的研究显示，UGT2B7编码基因802位点为C的患者子宫切除术后对吗啡镇痛的敏感性较该位点为T的患者显著增强[17]。
1.2 吗啡耐受易感性差异
药代动力学范围内吗啡耐受主要表现为长期使用吗啡时其进入体内后一系列的代谢过程发生了改变，吗啡成为一些代谢酶或转运蛋白系统的活化剂或抑制剂，阻止了吗啡镇痛活性代谢物的产生和向神经系统转运，导致到达受体的吗啡及其镇痛活性代谢物随时间逐渐降低。
长期给予吗啡可引起大鼠脑中P-糖蛋白表达增高约两倍，可能会增强血脑屏障对吗啡的外排作用，阻止吗啡入脑，是潜在的产生吗啡耐受的机制[18]。此结果与前述P-糖蛋白只参与到胃肠对口服吗啡的吸收而在吗啡进入脑中无明显作用的研究结果有差别，还有待更深的研究证实。个体间因遗传差异导致吗啡药代动力学差异从而表现出不同吗啡耐受易感性的研究还比较少，未来此方面研究将有助于推动从基因层面调控改善吗啡药代、提高生物利用率。
2 遗传因素对吗啡的药效动力学影响
2.1 吗啡镇痛敏感性差异
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5]对吗啡镇痛药效动力学影响的分子机制研究主要集中在阿片受体及其下游信号通路激活的调控方面。阿片受体分为μ阿片受体(μ-opioid receptor, MOR)、阿片受体(-opioid receptor, DOR)、κ阿片受体(κ-opioid receptor, KOR)和孤啡肽受体(OrphaninFQ receptor, OFQR/ORL-1R)四种。μ阿片受体是吗啡镇痛的主要作用靶点，因此μ阿片受体基因OPRM1的遗传变异性是通过影响吗啡的药效动力学从而参与介导吗啡镇痛个体间差异的主要因素。T802C的SNP使μ阿片受体第268位氨基酸存在丝氨酸（Ser）或脯氨酸（Pro）两种类型，该变异位于受体的第三胞内环，对吗啡与受体的亲和力无影响，但脯氨酸型的受体被激动剂激活后与G蛋白偶联的下游信号有所降低，导致吗啡的效力降低，由于T802C变异的发生频率远小于1%，因而临床研究也较为缺乏[19,20]。OPRM1基因A118G的突变使其编码的μ阿片受体在位于N端胞外第40位氨基酸位点处出现由天冬酰胺(Asn)向天冬氨酸(Asp)的变异，导致受体丧失一个潜在的N-糖基化位点。在癌症病人中，OPRM1基因118位点为G的纯合子变异较为A的野生型对吗啡镇痛的药物需求量有明显提高[21]，手术后使用吗啡进行急性疼痛的治疗研究也表明，OPRM1基因118位为G的个体对吗啡的需求量较大[22,23]。国内的一项研究通过对112例使用包括吗啡在内的阿片类镇痛药镇痛的癌症患者进行研究，也发现A118G多态性位点为G时对阿片类物质的需求量显著增加，患者对阿片镇痛表现出较差的敏感性[9]。另一项样本量更大的研究结果显示， 973例子宫切除术术后吗啡镇痛的患者中OPRM1基因118位为G的患者疼痛评分更高且吗啡需求量更大，且A118G多态性在华裔患者和亚裔印度族患者中的影响无差异[24]。也有研究对88个扁桃腺切除术后使用吗啡镇痛的儿童进行分析发现，ORPM1基因118位点的G使个体对吗啡镇痛敏感性较差，痛评分较高，而该位点为A则对吗啡镇痛敏感性较高[25]。
儿茶酚-O-甲基转移酶(Catechol-O-methyltransferase, COMT)编码基因多样性在吗啡镇痛个体间差异中也起到重要作用。COMT在体内负责介导多巴胺、肾上腺素和去甲肾上腺素的失活，其编码基因COMT在群体中存在多样性导致存在第158位氨基酸由缬氨酸(Val)变异为甲硫氨酸(Met)的Val158Met多态性。通过对207名使用吗啡镇痛的高加索癌症病人进行基因型鉴定，进而与其吗啡需求量进行关联研究表明，COMT第158位氨基酸为Val的个体较该位点为Met的个体对吗啡的需求量显著增多[26]。对117名使用吗啡进行心脏术后镇痛的患者COMT基因型和吗啡镇痛效果关系研究发现，使用相同吗啡剂量，COMT第158位氨基酸为Val的患者疼痛评分显著增高[27]，提示Val158Met变异使对吗啡镇痛敏感性增强。
2.2 吗啡耐受易感性差异
药效动力学范围内吗啡耐受主要表现为随吗啡给药时间的延长μ阿片受体系统本身对药物的反应逐渐降低。利用自发高血压(Spontaneously hypertensive, SHR)、Wistar和Sprague-Dawley (SD)三种大鼠连续给予吗啡镇痛进行研究发现，Wistar大鼠吗啡耐受的发展比率较SD和SHR大鼠有显著增高[28]；同样，使用11个品系的小鼠(129P3, A, AKR, BALB/C, C3H/HE, C57BL/6, CBA, DBA/2, LP, SJL, SWR)进行吗啡耐受的对比研究发现，品系间对吗啡耐受的程度有显著差异，其中129P3和LP两种小鼠不表现出对吗啡的耐受[29]，这些结果提示遗传因素在吗啡耐受发展中具有重要作用。使用不同性别的小鼠对吗啡耐受的发展情况进行研究发现，随着长时间地给予吗啡，雌雄小鼠吗啡镇痛量效曲线均发生明显右移，ED50值均显著增高，提示发生药物耐受，但雌性小鼠较雄性小鼠耐受程度更强[30]，说明性别的遗传差异对耐受易感性也会产生影响。
另一项使用SD大鼠和Wistar大鼠进行吗啡耐受的研究也表明，吗啡连续给药后，Wistar大鼠产生较强的耐受，而SD大鼠的吗啡抗伤害效果长时间给药没有改变，并且给药后两种大鼠的血药浓度没有差异，代谢产物吗啡-3-葡糖苷酸及其与吗啡的比例也没有差异[31]，与前述使用三种大鼠进行研究的结果一致，提示吗啡耐受易感性在两种大鼠间的差异更倾向于通过药效动力学而非药代动力学途径产生。
分别将吗啡注射到大鼠脑中可介导吗啡镇痛的两个区域——中脑导水管灰质(Periaqueductal gray, PAG)和延髓头端腹内侧区(Rostral ventromedial medulla, RVM)进行吗啡镇痛，长时间给药后发现通过PAG给予吗啡镇痛更易发生耐受，说明PAG和RVM两个脑区不同神经元对吗啡耐受的抗性不同[32]，这种直接将吗啡注射到脑区进行镇痛的研究可排除皮下注射等给药方式药物经过复杂代谢过程的影响，进一步证实药效动力学差异可影响吗啡耐受。
行为学结合遗传学的研究结果提示小鼠第10号染色体Mop2基因座位点在吗啡镇痛中具有重要作用，该位点内含有μ阿片受体的编码基因OPRM1。使用C57BL/6J (B6)和DBA/2J (D2)培育的同类系小鼠B6cD2和D2cB6，在上述基因座位点分别引入另一种品系的遗传信息，对两种同类系小鼠进行吗啡耐受研究结果表明，B6小鼠的Mop2基因座所含的遗传信息使小鼠更快产生吗啡耐受[33]。
3 其他基因的影响
很多研究报道筛选出一些其他基因也可能参与到吗啡镇痛个体差异中，但其参与机制尚不明确，无法区分是通过影响吗啡的药代或是药效动力学产生作用，此部分将进行简要总结。编码5-羟色胺-1B受体(5-hydroxytryptamine-1B, 5-HT1B)的Htr1b基因参与介导对吗啡镇痛的个体敏感性差异，DBA/2小鼠和C57BL/6小鼠的Htr1b基因存在多样性差异，使用5-羟色胺-1B受体拮抗剂进行研究发现抑制5-羟色胺-1B的功能DBA小鼠吗啡镇痛效果显著降低，但对C57BL/6小鼠无影响，间接证明了Htr1b基因在其中的作用[34]。使用全基因组关联分析(Genome-wide association studies, GWAS)进行更广泛无偏地筛选与吗啡镇痛个体差异相关基因的研究提示，在TAOK3数量性状位点（Quantitative trait locus, QTL）中有影响吗啡镇痛敏感性的单核苷酸多态性位点，该区域含有编码丝/苏氨酸蛋白激酶TAO3的基因，在儿童术后吗啡急性镇痛敏感性个体差异中有重要作用[35]。近期有研究表明Yin Yang 1蛋白在吗啡镇痛敏感性个体差异中也有作用，Yin Yang 1蛋白为一种广泛表达的核蛋白，参与到髓鞘形成、神经退行性病变、肿瘤发生和线粒体功能调控中，其编码基因为Yy1。MOLF/EiJ小鼠Yy1等位基因较C57BL/6J不同，对吗啡镇痛敏感性较C57BL/6J小鼠显著降低[36]。
有研究利用23个品系的近交系小鼠，采用基因组水平的计算机辅助遗传作图（Genome-wide computational genetic mapping）结合错误发现概率纠错（Correct for the false discovery rate）的方法对吗啡耐受背后的分子机制进行了探索，筛选出编码多个PDZ结构域包含蛋白MUPP1 (Multiple-PDZ containing protein)的基因Mpdz，可能参与调控吗啡耐受，进一步分别对耐受易感的C57/6J和不易感的129S1小鼠研究，发现C57/6J小鼠脊髓中Mpdz基因表达较高[37]。
4 基因之间协同作用参与调控吗啡镇痛个体差异
除单个基因对吗啡镇痛个体差异的影响外，多个基因间也可能通过相互作用影响吗啡的镇痛效果。最新的研究将OPRM1和ABCB1两种基因的基因型与患者年龄、体重和经历的手术时长结合在一起综合分析，探讨与术后吗啡镇痛的关联，有助于更准确研究吗啡镇痛个体差异的机制[38]。对ABCB1基因C3435T和OPRM1基因A80G的多态性与吗啡镇痛效果的关系进行研究，发现将两种基因型情况结合后与吗啡的镇痛效果的关联性显著增强，从基因分析层面对吗啡镇痛的强敏感、敏感和不敏感三组的预测可达到100%正确率[39]。在吗啡镇痛敏感性方面，有研究对术后吗啡镇痛的吗啡消耗量与OPRM1、COMT、UGT2B7和ESR1基因中的单核苷酸多态位点（SNPs）的关系进行了研究，对201个经历腹部手术采用病人自控吗啡镇痛的高加索病人的20个SNPs进行了研究，OPRM1基因的7个SNPs对吗啡消耗起到加性效应，联合包括年龄和ESR1、OPRM1、COMT三个基因中共9个SNPs在内的线性回归模型可对10.7%的吗啡消耗量差异进行解释，为最高比例[40]。
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK3]有研究表明μ阿片受体和阿片受体(-opioid receptor, DOR)可相互作用参与到对吗啡镇痛敏感性的调节，SD大鼠对吗啡镇痛的敏感性较Wistar大鼠高，在SD大鼠的突触蛋白中，μ阿片受体和阿片受体相互作用形成的聚合体也较Wistar大鼠具有更高比例[41]。
5 总结与展望
现有研究结果提示，P-糖蛋白编码基因ABCB1的变异性影响吗啡进入小鼠和大鼠脑内的过程，长时间给予吗啡后大鼠脑内P-糖蛋白表达升高，可能与耐受产生相关，与此相反，使用抑制剂进行研究的结果表明在人体中ABCB1差异在控制吗啡入脑过程中无明显作用。吗啡糖基化代谢相关基因UGT2B7存在C802T单核苷酸多态性，该位点为C的个体对吗啡镇痛敏感性较高。μ阿片受体编码基因OPRM1的T802C变异使个体对吗啡敏感性降低，A118G变异也会导致对吗啡敏感性降低。此外，在人体中儿茶酚-O-甲基转移酶(COMT)编码基因多态性使COMT也存在Val158Met的变异，但该变异使个体对吗啡镇痛敏感性增强。
尽管现在已有一些候选基因可为临床吗啡镇痛药物用量优化提供参考，但多数都只考虑了单基因的作用，且只能解释总差异中很小比例，因此基于药物遗传学对个体吗啡镇痛敏感性和耐受易感性的预测仍非常复杂。未来需要使用更多品系的动物进行研究以扩大潜在靶基因的筛选范围，更好模拟临床情况下不同人之间遗传的多样性，筛选出更多影响吗啡镇痛个体差异的基因。此外，注重基因之间的相互作用和调节有助于更好地揭示吗啡镇痛个体差异背后复杂的遗传因素，为临床改善和提高吗啡镇痛效果提供科学依据。
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