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摘   要：2-酮戊二酸/Fe2+依赖的双加氧酶能够实现复杂结构化合物 sp3 杂化 C−H 键的官能化反应，

并且反应条件温和，对底物具有高度的区域和立体选择性。莨菪碱 6β-羟化酶 (hyoscyamine 
6β-hydroxylase, H6H)属于此类双加氧酶，是催化合成东莨菪碱的最后两步的关键酶，能够依次实

现莨菪碱的 6β-羟化和 6,7 位的环氧化反应。本文介绍了莨菪碱 6β-羟化酶催化机制、底物谱和应

用进展，对该酶转化不同结构特点底物的羟化、环氧化等反应的潜在能力进行了评估，为后续对

酶的设计改造和应用研究提供理论基础。 
关键词：2-酮戊二酸/Fe2+依赖的双加氧酶；莨菪碱 6β-羟化酶；催化机制；底物谱 
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Abstract: 2-ketoglutarate (2-KG)/Fe2+-dependent dioxygenases can catalyze the highly specific 
regio- and stereoselective functionalization of C(sp3)−H bond of complex compounds under mild 
reaction conditions. Hyoscyamine 6β-hydroxylase (H6H), a member of these dioxygenases, 
catalyzes two consecutive oxidation reactions in the synthesis of scopolamine. The first reaction is 
the hydroxylation of hyoscyamine to 6β-hydroxyhyoscyamine and the second is epoxidation of 
6β-hydroxyhyoscyamine. This paper introduces the catalytic mechanism, substrate scope, and 
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application of H6H and evaluates the possibility of this enzyme as a biocatalyst for the 
functionalization of C(sp3)−H bond in complex compounds with different structural characteristics 
via hydroxylation or epoxidation, providing a theoretical basis for modification and application of 
this enzyme. 
Keywords: 2-ketoglutarate/Fe2+-dependent dioxygenase; hyoscyamine 6β-hydroxylase; catalytic 
mechanism; substrate scope 

 
 

Sp3 杂化 C−H 键是常见的高键能化学键，

具有很强的反应惰性，在温和条件下将 C−H 键

活化是有机合成中极具挑战性的一类反应。随

着生物技术的发展，生物催化实现 sp3 杂化 C−H
键活化的报道越来越多，不同于化学催化，生

物催化反应往往能够在温和的反应条件下实现

复杂结构化合物 sp3 杂化 C−H 键的区域和立体

专一性官能化反应，但是生物催化剂具有高度底

物专一性的特点，使得生物催化反应的底物结构

普适性较差[1-3]。随着生物信息学、酶结构预测、

定向进化以及机器学习等技术的快速发展，生物

催化剂的来源更为丰富，生物催化剂被改造为适

用于不同天然底物结构化合物的报道也越来越

多，生物催化技术的应用范围日益广泛[4-9]。 
2-酮戊二酸/Fe2+依赖双加氧酶(EC 1.14.11.X)，

参与了丰富多样的次级代谢物的合成，能够实

现 sp3 杂化 C−H 键羟化、卤化、环化、去饱和、

环氧化和差向异构等一系列的转化反应[10]。在

2-酮戊二酸/Fe2+依赖双加氧酶家族中，莨菪碱

6β-羟化酶 (hyoscyamine 6β-hydroxylase, H6H, 

EC 1.14.11.11)是少数能够实现多种催化反应类

型的酶，其催化的天然转化反应如图 1 所示，

首先催化 L-莨菪碱的 6 位羟化生成山莨菪碱

(6β-hydroxyhoscyamine)，随后催化山莨菪碱形

成具有环氧结构的东莨菪碱(scopolamine)。H6H

是托品烷类生物碱合成途径中的最后一个酶，

也是限速酶，主要与东莨菪碱的生物合成相关。

本文综述了该酶的发现、催化机理、底物谱及

在合成应用上的进展，以期探讨该酶发展成为

一类在 C−H键官能化方面潜在的多功能酶催化

剂的可能性。 

1  莨菪碱6β-羟化酶(H6H)的发现

及来源 
莨菪碱 6β-羟化酶是在托品烷类生物碱生

物合成途径的解析过程中被发现的，Hashimoto

等[11]最早从茄科植物天仙子(Hyoscyamus niger 

L.)根部的培养液中分离了 HnH6H，通过转化

反应确定了其催化莨菪碱羟化为山莨菪碱的功 

 

 
 
图 1  莨菪碱 6β-羟化酶催化的莨菪碱的转化反应 
Figure 1  Hyoscyamine 6β-hydroxylase (H6H) catalyzed the oxidation reaction of hyoscyamine. 
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能。随后，研究人员分别在茄科植物山莨菪

(Anisodus tanguticus)[12]、中国传统中药三分三

(Anisodus acutangulus)、茄科西班牙安达卢西

亚颠茄(Atropa baetica Willk)[13]、颠茄(Atropa 
belladonna)[14]、茄科洋金花(Datura metel)[15]和

红花木曼陀罗(Brugmansia sanguinea)[16]中发现

了 h6h 基因并且确定了其氧化莨菪碱为山莨菪

碱的催化性能。另外还在草本曼陀罗属植物内

生真菌中发现了 h6h 基因，该基因与植物的

h6h 基因序列完全一致[17]。 

2  莨菪碱 6β-羟化酶的结构及

反应机制 
对已经确定功能的莨菪碱 6β-羟化酶进行

氨基酸序列比对，结果如图 2 所示，不同来源

的 H6H 氨基酸序列一致性较高，且均具有

His-X-Asp/Glu-Xn-His 的保守序列，此保守序列

是与金属离子配位的特征序列[18]。目前 PDB 数

据库中仅有两个不同来源的 H6H 晶体结构：来

源于 D. metel 的 DmH6H (PDB ID: 6TTM, 6TTN, 

6TTO)[19]和来源于 A. belladonna 的 AbH6H (AbH6H

与金属离子和化合物的复合物晶体结构 PDB 

ID: 8CV8, 8CV9, 8CVA−H)，这两个酶的晶体

结构中均有部分氨基酸残基缺失。本课题组利

用 AlphaFold2[20]预测了 AbH6H 的蛋白质结构，

并与 PDB 中的晶体结构进行了比较(图 3A)。

AbH6H 具有 2-酮戊二酸/亚铁离子依赖双加氧酶

特征的由双链 β 片层折叠构成的桶状结构，由晶 
 

 
 

图 2  不同来源的 H6H 氨基酸序列比对 
Figure 2  Alignment of amino acid sequences of H6Hs from different sources. HnH6H: H6H protein of 
Hyoscyamus niger L., GenBank accession number: ABG89397.1; AtH6H: H6H protein of Anisodus 
tanguticus, GenBank accession number: AAQ75700.1; AaH6H: H6H protein of Anisodus acutangulus, 
GenBank accession number: KAK4375688.1; AbH6H: H6H protein of Atropa belladonna, GenBank 
accession number: AEN79443.1; BsH6H: H6H protein of Brugmansia sanguinea, GenBank accession 
number: ALD59773.1; DmH6H: H6H protein of Datura metel, GenBank accession number: AAQ04302.1. 
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体结构和 AlphaFold2 预测的 AbH6H 结构对比可

以看出，两种方式获得的酶结构中 α 螺旋和 β
片层的重合度很高，loop 区域的重合度较低，

晶体结构中缺失的部分集中在 loop 区域。 
在酶结构中，氨基酸残基 H217 负责与亚

铁离子配位，在催化过程中起关键作用，以

H217 为坐标原点，利用 PyMOL (Caver 3.0)[21]

分析底物在 AbH6H 中的进出通道。如图 3B 所

示，紫色标记的氨基酸结构，包括氨基酸残基

P96-K110 的 loop 结构、E116-L120 的 β 片层结

构、Y320-K330 的 α 螺旋结构对形成的通道有直

接的影响。基于之前的研究[22]，底物进出通道

对酶的底物谱具有很大影响，因此对 H6H 的改

造可以选择与形成进出通道的这 3 个结构区域。 
如图 4 所示，AbH6H 的酶活性中心可以分

成两个区域，一个区域是 2-酮戊二酸所在的与 
 

 
 
图 3  AbH6H 的结构分析   A：AbH6H 的晶体结构(蓝绿色，PDB ID: 8CV8)与 AlphaFold2 预测结构(浅
蓝色)对比. B：AbH6H(浅蓝色)进出通道分析. 与进出通道形成相关的氨基酸标记为紫色，形成的通道

分别标记为黄色、青色、红色、蓝色和绿色. 
Figure 3  Structure analysis of AbH6H. A: Structure comparison of AbH6H from PDB data (teal blue, PDB 
ID: 8CV8) and from AlphaFold2 (light blue) using the Alignment/Superposition plugin of PyMOL. B: Tunnel 
analysis of AbH6H (light blue). The amino acid residues related with the formation of the tunnel were marked 
with purple, and the tunnels were marked with yellow, cyan, red, blue and green, respectively.  
 

 
 
图 4  2-酮戊二酸、亚铁离子和底物莨菪碱与酶活性中心氨基酸残基的相互作用 
Figure 4  The interaction of the amino acid residues with 2-KG, Fe2+ and hyoscyamine. 
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金属离子的配位区域，氨基酸残基 H217、

D219、H273 和 2-酮戊二酸在酶活性中心固定

亚铁离子，2-酮戊二酸的末端羧基伸向了由氨

基酸残基 K129、N200、Y202、S286 和 R284
构成的亲水区；另一个区域是底物莨菪碱的结

合区，底物莨菪碱的苯基取代基团与氨基酸残

基 Y319 和 Y326 存在 π-π 相互作用，与氨基酸

残基 A323 和 L327 存在疏水相互作用，莨菪碱

的羟甲基取代基团附近没有氨基酸残基，莨菪

碱的脂肪环分别与氨基酸残基 F103、K330 和

K129 存在相互作用，莨菪碱的酯基与 F103 具

有相互作用，莨菪碱的氮甲基分别与氨基酸残

基 K129 和 H217 存在相互作用。 
虽然多数文献中报道第一步羟化反应发生

在 6 位[23-24]，但是随着对 H6H 催化机制的深入

研究，发现第一步反应还有少量 7 位羟化产物

生成[25]。如图 5 所示，此步羟基化反应与其他

类型 2-酮戊二酸/亚铁离子依赖酶催化机制相

似[26]。在酶的活性中心亚铁离子与两个组氨酸

和 2-酮戊二酸的两个氧原子形成 4 个配位作

用，天冬氨酸或谷氨酸与亚铁离子形成第 5 个

配位作用，第 6 个配位位点被水占据。加入底

物后，底物分子将第 6 个配位位点的水分子挤

出，O2 进入配位位点，随后 2 价亚铁离子与

O2、2-酮戊二酸反应，2-酮戊二酸脱羧释放出

CO2，2 价亚铁离子形成强氧化 4 价 Fe=O ferrel
中间体，强氧化态中间体从莨菪碱底物的 6 位

碳氢键中攫取氢自由基产生底物碳自由基和三

价铁-羟基中间体，铁氧键断裂，羟基自由基

与底物自由基结合，形成 6 β - O H 莨菪碱

(Product 1)，第一步羟化反应结束。随后，

6β-OH 莨菪碱作为底物进入酶活性中心，在

O2、2-酮戊二酸存在下，H6H 再次在酶活性中

心形成强氧化 4 价 Fe=O ferrel 中间体，6β-OH 
 

 
 
图 5  莨菪碱 6β-羟化酶的催化机制 
Figure 5  Catalytic mechanism of hyoscyamine 6β-hydroxylase. 
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莨菪碱的羟基与铁离子存在相互作用，强氧化

态中间体从 6β-OH 莨菪碱的 7 位碳氢键中攫取

氢自由基产生底物碳自由基和 3 价铁羟基中间

体，值得注意的是，由于 6β-OH 莨菪碱的羟基

与铁离子存在相互作用，随后发生的不是 3 价

铁-羟基中间体的铁氧键断裂，而是 6β-OH 莨

菪碱的 6 位羟基与铁离子的键断裂，氧自由基

与碳自由基结合，形成环氧化的山莨菪碱

(Product 2)。为了验证第二步反应的催化机

制，18O2 作为底物氧化获得的 6β-OH 莨菪碱和

东莨菪碱中的氧原子均是同位素 18O，表明第二

步的反应不是按照羟化-脱水反应进行的，而

是直接攫取 exo-7 位的氢原子后形成碳自由基，

随后形成具有环氧结构东莨菪碱，多个不同来

源H6H的 18O2同位素反应均证明了此机制[14,23]。 

3  莨菪碱 6β-羟化酶的底物谱 
H6H 的底物谱与其他 2-酮戊二酸/亚铁离

子依赖的羟化酶 [27-32]、卤化酶 [22 ,32-33]比较而

言，是较为宽泛的(图 6)。如将 H6H 转化天然

底物莨菪碱(a)的活力定为 100%，当底物的羟

甲基基团去除后(b)，H6H 能保持 81%的活

力，但是在此基础上，将苯乙酸酯改为苯甲酸

酯(c)或者是苯丙酸酯(d)后，H6H对这 2个底物

完全丧失了催化活力。氮原子的存在对于酶活

具有决定性的影响，如果仅将氮原子的甲基去 

 

 
 
图 6  H6H 底物及相应的催化产物   莨菪碱及其类似物 a–o 
Figure 6  H6H substrates and corresponding catalytic products. Hyoscyamine and its analogues a–o. 
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除后(e)，H6H 能保持 81%的活力；进一步甲基

化后(f)，酶的活力急剧下降，仅保留 1%的活

力；若将氮原子更改为氧原子(g)，H6H 丧失了

对该底物的活力；如果将氮原子的甲基取代基

团更改为乙酸基(h)，H6H 能够保持 17%的活

力，但是进一步使用长链的取代基团时(i)，H6H
会对该底物失去活力[14,19]。H6H 对 6β-OH 莨菪

碱(j)、7β-OH 莨菪碱(k)和 6,7-脱氢莨菪碱(l)都
具有反应活力，产物均为东莨菪碱；6β,7α-diOH
莨菪碱(m)也是 H6H 的底物，产物为 7-酮-6β-OH
莨菪碱(7-oxo-6-hydroxyhyoscyamine)。除了莨

菪碱的结构，当底物结构拓展到八元环时

(n)，H6H 对此底物同样具有转化能力，产物

为 6 位、7 位和 8 位的单羟基或双羟基的产物

(n)[34]。H6H 对 6β,7β-diOH 莨菪碱(o)没有反应

活性，再次证明了在 H6H的催化过程中，没有

经过双羟化途径。 

4  莨菪碱 6β-羟化酶的表达、

酶活及改造 
目前 H6H均是植物来源，在微生物如在原

核大肠杆菌中表达存在一定困难，H6H 在大肠

杆菌中的融合表达是实现其可溶表达的途径之

一，将 HnH6H 与麦芽糖结合蛋白在大肠杆菌

中进行异源融合表达，纯化后的 HnH6H Vmax

为(0.081±0.005) nmol/(s·mg) (表 1)；带有 His-tag
标签的 AtH6H 可以在大肠杆菌 BL21trxB(DE3)中
可溶表达，AtH6H 是目前报道 H6H 中活力最高

的，为(11.100±0.500) nmol/(s·mg) (表 1)；BcH6H
与 trx-tag 融合后，可以在大肠杆菌 Origami 中
可溶表达[36]；BsH6H 与 SUMO 和 His-tag 融合

可以在大肠杆菌 BL21(DE3)中可溶表达[16]。表 1
中列出了已经报道的 H6H 催化活性，H6H 的

第一步羟化反应活力是第二步环氧化反应活力 

表 1  已报道的 H6H 对莨菪碱以及 6β-羟化产物

的活力 
Table 1  The activity of H6H on hyoscyamine and 
6β-hydroxyhyoscyamine 
Enzymes Vmax nmol/(s·mg) 

for hyoscyamine 
Vmax nmol/(s·mg) for 
6β-hydroxyhyoscyamine 

HnH6H 0.081±0.005 (1.900±0.100)×10–3 
AtH6H [12] 11.100±0.500 4.200±0.300 
AbH6H [14] 1.170±0.080 (3.360±0.140)×10–3 
DmH6H [15] 0.021 –a 
AaH6H [35] 0.280±0.010 – 
AaH6H 
S14P/K97A [35] 

1.250±0.020 – 

BsH6H [16] 1.000 0.030 
a: Not detected. 

 
的约几十倍，因此在利用 H6H转化过程中，羟

化产物的占比较高[37-40]。 

关于 H6H改造的研究较少，目前仅有来源

于 Anisodus acutangulus 的 AaH6H 通过工程改

造提高其对天然底物莨菪碱的酶活力，采用随

机突变手段构建突变文库后，筛选获得了比活

力提高 4.4 倍的双突变 S14P/K97A (表 1)[35]。这

两个突变位点位于酶结构中的 loop 区域，可能

在催化过程中对酶的构象变化有影响，进而提

高了对底物的催化活力。对这个 loop 区域的突

变有望改变该酶的底物结合口袋，扩展其底物

适应性。 

5  莨菪碱 6β-羟化酶的应用 
H6H 催化的反应是生物合成东莨菪碱的最

后两步反应，也是决速步骤，在相关植物的毛

状根中过表达 H6H等限速酶可以提高植物代谢

合成东莨菪碱能力。植物毛状根生长迅速、遗

传性质较为稳定、不受环境因素影响，为提高

东莨菪碱的含量提供了新方法[41]。 
在颠茄的毛状根中异源表达 HnH6H 后，

终产物东莨菪碱的产量相较于野生型提高了约



 
 

陈曦 等 | 多功能氧化酶莨菪碱 6β-羟化酶的研究进展 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2793 

5 倍[42]。如表 2 所示，在埃及莨菪(Hyoscyamus 
muticus L.)中异源表达 HnH6H 后，合成的东莨

菪碱的含量能够达到 9.8 mg/g (干重)，培养液

中的含量达到 17 mg/L，相较于野生型提高了

100 倍以上 [43]；将 HnH6H 的基因在赛莨菪

(Scopolia parviflora)中表达后，东莨菪碱的含量

较野生型提高了 3 倍，达到 8.1 mg/g (干重)[44]；

将 HnH6H 的基因在颠茄(Atropa baetica)中过表

达后，东莨菪碱的含量较野生型提高了 9 倍，

达到 5.6 mg/g (干重)[45]；在颠茄中同时导入上

游限速酶基因 N-甲基转移酶(pmt)和 h6h 基因，

东莨菪碱的含量较野生型提高了 7.3 倍，达到 
1.2 mg/g (干重)[46]。东莨菪碱生物合成途径中，

H6H 催化反应是限速步骤，在毛状根中过表达

H6H 可以有效提高东莨菪碱的产量。 
在植物中利用简单的培养基获得东莨菪碱

非常具有吸引力，但是该方法时间过长，产物

浓度低，分离纯化的成本也会相应增加。而以

较为廉价的莨菪碱作为底物，在 H6H 催化下

合成东莨菪碱，可以作为获得东莨菪碱的手

段之一。Cao 等[40]报道在 3 L 反应体系中，利

用异源表达 h6h 基因的大肠杆菌作为生物催化

剂，底物浓度为 500 mg/L，莨菪碱的转化率达

到了 97%。Minoia 等[47]利用戊二醛固定化或者

是吸附/解吸附的策略可以实现 H6H 的循环利

用，降低了催化剂成本，为体外合成东莨菪碱

提供了新的策略。 
 
表 2  莨菪碱 6β-羟化酶的应用 
Table 2  The application of H6H  
Enzymes The species which 

produce scopolamine  
Content  
(dry weight, 
mg/g) 

HnH6H Hyoscyamus muticus L. 9.8 
HnH6H Scopolia parviflora 8.1 
HnH6H Atropa baetica 5.6 
SpH6H, PMT Scopolia parviflora 1.2 

6  展望 
目前莨菪碱 6β-羟化酶的研究集中在如何

提高其在植物中的总催化活力，从而提高植物

合成东莨菪碱的能力。该酶有 2 个优势：(1) 酶
的催化机制和底物谱的研究表明，与研究较多

的氨基酸羟化酶不同，莨菪碱 6β-羟化酶底物的

极性偏小，能够耐受在天然底物结构上的变动，

具有转化极性较小化合物的可能性；(2) 莨菪碱

6β-羟化酶催化的反应类型多，可以实现莨菪碱

的羟化反应，以及进一步实现羟化产物的环化

反应，不仅如此，该酶还可以实现碳碳双键的

环氧化反应。莨菪碱 6β-羟化酶是一类具有潜在

催化能力的多功能生物催化剂，通过对其工程

改造，有望实现更多底物类型 sp3 杂化 C–H 键

区域和立体专一性官能化，目前本课题组正在

开展相关的研究工作。 
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