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摘  要 : 环腺苷酸受体蛋白质 (Cyclic amp receptor protein, CRP) 是原核生物共有的一类全局转录因子，调控

原核生物大肠杆菌 Escherichia coli 中近一半基因的转录。通过易错 PCR 或 DNA shuffling 的方法可以获得 CRP

突变体文库，然后经过筛选可以得到目的细胞表型——“抗逆性”增强。本研究综述了突变 CRP 在细胞表型：

耐氧化压力、耐渗透胁迫、耐有机溶剂 (甲苯)、发酵中耐醋酸盐类和生物醇生产中耐生物醇中的应用。推论

出 CRP 同样可以应用于相似微生物的表型培育，并展望了 CRP 的巨大应用潜力。 

关键词 : CRP，全局转录因子，细胞表型，代谢工程  
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Regulation of global transcriptional factor cyclic amp 
receptor protein and its metabolic engineering application in 
Escherichia coli 
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Abstract:  Cyclic amp receptor protein (CRP) is a global transcriptional factor in many prokaryotes, capable of governing 
nearly half of the total genes in Escherichia coli. Through the method of error-prone PCR or DNA shuffling, we can first 
obtain CRP mutant library and then get the expected cell phenotype with enhanced resistance. In this article, we reviewed 
the following desired phenotype: enhanced tolerance towards oxidative stress, improved osmotolerance, enhanced organic 
solvent (toluene) tolerance, improved acetate tolerance of E. coli fermentation and improved ethanol tolerance during 
bio-ethanol production. We then concluded that CRP can also be applied in other host cells to get desired phenotypes. Last, 
we predicted potential applications of mutant CRP transcriptional factor. 

Keywords:  cyclic amp receptor protein (CRP), global transcriptional factor, cell phenotype, metabolic engineering 

细胞代谢表型的改变主要是通过基因的敲

除、突变或过量表达完成[1]。但由于载体构建困

难、转录效率低下、筛选能力不强等限制条件，

以上调控主要集中于单个基因上。而细胞表型

优化往往涉及多个基因表达的同时上调或是下

降，使得单个基因层面的操作既费时又费力。

2007年，Stephanopoulos研究小组提出从改变细

胞全局转录水平上提高细胞多基因控制表型即

细胞全局转录机制工程 (gTME)[2]。gTME通过

易错 PCR (Error-prone PCR) 或 DNA 改组 

(DNA shuffling) 的方法获得结构改变的转录因

子，进而影响转录因子与相关启动子 (Promoter) 

序列的识别结合水平，最终从全局上调控多个

基 因 转 录 。 作 为 一 个 实 际 应 用 例 子 ，

Stephanopoulos 研究小组通过调控全局转录因

子 SPT15获得了耐高乙醇酵母突变株[3]。 

环腺苷酸受体蛋白质 (Cyclic amp receptor 

protein，CRP) 是原核生物共有的一类全局转录

调控因子，直接调控基因总数超过 400 个，通

过间接调控其他转录调控因子，CRP 可以对占

原核生物 E. coli基因总数一半左右起到调控作

用[4]。CRP 由两个完全相同的亚基组成，在有

环状 AMP (Cyclic AMP，cAMP) 存在时，CRP

与 cAMP形成 cAMP-CRP复合物，该复合物与

所调控启动子上游相关序列和 RNA 聚合酶 [5] 

(RNAP) 相结合，激活或是抑制转录。 

最简单的模式原核生物 E. coli中主要含有

以下 7种全局转录因子[6]：CRP (环 AMP受体蛋

白)、IHF (融合宿主因子)、FNR (延胡索酸和硝

酸盐还原蛋白)、FIS (反转刺激因子)、ArcA (厌

氧呼吸调控蛋白)、LrP (亮氨酸应答调控蛋白)、

NarL (硝酸盐/亚硝酸盐应答调节)。这 7种全局

转录因子直接调控 E. coli中超过一半基因的转

录，其调控的基因总数占到 E. coli中受转录因
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子调节基因总数的 2/3以上 (图 1)。此外，以上

全局转录因子可以通过调节其他转录因子进而

间接调节基因的转录[7]。目前获得工业应用的主

要有 CRP (环 AMP受体蛋白) 和延胡索酸和硝

酸盐还原蛋白  (Fumarate and nitrate reduction 

protein，FNR) 两大类全局转录因子。 

1  CRP 基本结构特征 

一般，CRP是二聚体结构，每个亚基 (209

个氨基酸残基)包含 3 个结构[8]——cAMP 结合

结构域 (1–134 位氨基酸残基)、DNA 结合结构

域 (140–209位氨基酸残基) 和连接两结构域的

铰链区结构域 (135–139 位氨基酸残基)。CRP

调节基因转录过程如下[9]：首先，cAMP结合到

CRP 上并改变 CRP 构象；其次，形成的

cAMP-CRP 复合物结合到所调控基因启动子相

应序列，识别序列为 22个碱基对的反向重复序

列；再次，结合到 DNA 上的 cAMP-CRP 复合

物改变自身蛋白和目标 DNA序列构象；最后，

改变的构象与RANP结合调控相应的转录过程。 

CRP 所结合启动子序列只有单一的

cAMP-CRP 复合物结合位点，根据此结合位点

位置的不同，可以将 CRP调控启动子分为两种

类型的启动子[10]：第一类启动子，CRP 结合位

点位于 RNAP 结合位点上游；第二类启动子，

CRP 结合位点与 RNAP 结合位点相重叠，大概

位于转录起始位点上游 40个碱基对左右。 

CRP 表面与 RNAP 结合的有 3 个不同区域 

(图 1)，即区域一、区域二、区域三。区域一[11]

位于 CRP二聚体的上端部分，区域一上氨基酸

的有效替代可能导致其与 RNAP 的最初结合受

阻。区域二[12]位于 CRP二聚体的下端，区域二

上氨基酸的有效替代可能导致开放复合物 

cAMP-CRP-RNAP 形成受阻而影响转录效果。

区域三[10]紧挨区域二，通过与 RNAP 上 σ 因子

结合而影响转录，由于区域三范围比较狭窄并

且只作用于少数启动子，所以目前对于区域三

研究甚少。 
 

 
 

图 1  大肠杆菌中 7 种全局转录因子调控基因总数情况对比 (数据来源于 http://ecocyc.org) 
Fig. 1  The histogram above shows the seven global transcriptional factors in E. coli cells. From the EcoCyc 
database (http://ecocyc.org). 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  November 25, 2014  Vol.30  No.11 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1654 

 

2  CRP 调控基因种类及其功能 

CRP本身能直接调控近 200个基因的转录，

为 E. coli中调节基因总数最多的转录因子，再

加上其能够调控 20多种转录因子而能进一步间

接调控相关基因的转录，使得 CRP是 E. coli中

功能最为强大的一类转录因子。 

E. coli 中受 CRP 调控 (包括间接调控) 的

基因总数为 650 个，可以分为以下几类：DNA

转录调控蛋白、功能酶及其组分、转运蛋白及

其组分、膜蛋白及其组分、保守蛋白、未定功

能蛋白和其他功能蛋白。各个种类所占比例如

图 3所示。 

DNA 转录调控蛋白包括各种与 DNA 序列

相结合的蛋白质因子以及与 RNAP 相结合的其

他因子。通过调控 DNA转录相关蛋白，CRP可

以极大地提高受其影响基因的数量。 

CRP 调控的基因中涉及编码功能酶及其组

分的为 241 个，占总数的 37%。功能酶是指催

化多种代谢路径的酶类，对于细胞代谢维持至

关重要。CRP 调控多种复杂细胞表型即通过代

谢酶活性的增强或是降低达到。 

转运蛋白及其组分是 CRP调控另一大类基 
 

 
 

图 2  CRP 基本结构以及其与 DNA 序列、RNA 聚

合酶 (RNAP) 结合示意图[10] 
Fig. 2  The schematic structure of CRP and its 
combination with the specific DNA sequence and RNA 
Polymarase (RNAP) [10]. 

 

 
 
图 3  E. coli 中全局转录因子 CRP 调控基因编码蛋白分类 
Fig. 3  The pie chart shows the classification of protein encoded by the corresponding genes under the manipulation 
of transcriptional factor CRP.  
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因编码蛋白，相应蛋白总数为 108 个，占 CRP

调控蛋白总和的 17%。转运蛋白在细胞耐渗透

胁迫方面影响巨大，通过调节转运蛋白相关基

因转录水平可以控制相关物质的输入和输出，

进而调整细胞中特定物质含量，提高细胞耐渗

透胁迫能力。 

CRP 调控的另一类基因是编码膜蛋白及其

相关组分的基因。膜蛋白相关组分在细胞的耐

热、耐酸以及抗渗透胁迫方面意义重大。 

除此之外，CRP 调控的另两类蛋白为“保

守蛋白”和“未定功能蛋白”。此两类蛋白极大

的丰富了 CRP调控的基因范围，从而使得调控

CRP 可以获得更多的目的细胞表型，为定向细

胞进化提供极其丰富的“筛选库”。 

3  调控 CRP 转录因子的应用研究进展 

目前应用 CRP突变去获得目的细胞表型主

要包括：生物加工过程中微生物宿主耐受氧化

压力的能力、生物处理过程中耐渗透胁迫、生

物催化或生物修复过程中耐有机溶剂 (甲苯)、

发酵过程中耐醋酸盐类和生物醇 (乙醇、丁醇)

生产过程中耐生物醇的能力。 

3.1  调控 CRP 获得耐 H2O2 氧化压力的表型 
在生物加工处理过程中，微生物宿主细胞

经常处于一种较高氧化压力条件之下，在该条

件下活性氧如 O2·–、H2O2、OH·等含量较高，其

对于细胞内生物大分子 (DNA、蛋白质) 组分进

行氧化修饰会对宿主细胞造成不可逆损伤[13]。

宿主细胞通用的反应是产生相应的抗氧化酶清

除活性氧自由基或是进行 DNA 分子损伤修  

复[14]，但当宿主细胞内活性氧超过一定浓度时，

细胞自身调节机制很难起到作用。 

Jiang 等[15]通过易错 PCR 的方法获得容量

达 105的 CRP突变库，以 H2O2作为氧化压力条

件进行筛选得到耐氧化压力提高的突变菌株，

获得的 E. coli突变菌株在 12 mmol/L H2O2中生

长速度为 0.6 h–1 (对照无生长)。最优突变株共有

3 处氨基酸被替换，分别是 69 位的苯丙氨酸被

替换为半胱氨酸、82 位的精氨酸被替换为半胱

氨酸和 139 位的缬氨酸被替换为甲硫氨酸。其

中 69 位和 82 位均处于与 cAMP 结合结构域，

139位处于铰链区结构域。69位的替代改变 CRP

的构象[16]，82位的替代改变 CRP与 cAMP结合

能力的大小[17]，139位的氨基酸处于连接区域，

其可能改变 CRP与相应启动子序列结合的能力

大小[18]。氨基酸替代总的效用是增强抗氧化酶

基因转录水平，从而清除细胞内活性氧自由基。

最优突变株除了表现出较高的耐氧化压力之

外，还表现出一定的耐热能力[15]。如此，更加

证明CRP调控基因数量庞大，应用前景十分广阔。 

3.2  调控 CRP 耐 NaCl 渗透胁迫 
在微生物发酵过程中，原料中经常有较高

含量的糖类和盐类物质，会对细胞造成较高的

渗透胁迫[19]，加上生物发酵所得到的生物乙醇

或乳酸类物质[20]也会提高细胞外渗透压力，同

样会对细胞的生长造成一定程度的影响，进而

影响微生物发酵产量的高低[21]。如何获取耐高

渗透压力的菌株是代谢工程中的一大难题。 

Zhang 等 [22]通过随机突变 (易错 PCR 和

DNA 改组)方法获得 CRP 突变体文库，而后以

NaCl 为渗透压力条件进行筛选得到抗细胞外渗

透压力的突变菌株，突变菌株在 0.9 mol/L NaCl

中生长速度为 0.113 h–1 (对照为 0.077 h–1)。最优

突变菌株共有 2处氨基酸被替换，分别是第 52位

的赖氨酸被替换为异亮氨酸和第 130 位的赖氨

酸被替换为谷氨酸。第 52位和第 130位的氨基
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酸均是位于 CRP 中与 cAMP 结合区域。第    

52 位的带正电氨基酸被替换为中性氨基酸更有

利于第二类 CRP 所调控启动子的转录[23]，第  

130位的替代氨基酸改变了 CRP构象，影响 CRP

与 cAMP 所形成复合物结构，从而影响其与

RNAP 的结合而最终影响目的基因的转录[24]。

最优突变株表现出较低转录水平的转运子，从

而阻止细胞外物质的对内转运，使细胞表现出

较高的耐渗透胁迫能力。 

3.3  调控 CRP 耐有机溶剂甲苯 
有机溶剂在两相生物催化里亲油基生物转

化中经常使用，其被用作增加目标产物产量或

萃取出对细胞有毒的副产物的目的[25]。另外，

在生物修复中受“污染”的位置通常也有有机

溶剂如甲苯的存在[26]。甲苯对于细胞毒害作用

相对较大，较低的量即致使细胞生长停滞甚至

死亡。如何获得对有机溶剂甲苯耐性较高的菌

种是摆在微生物工业应用界的一个复杂难题。 

Basak等[27]采用易错 PCR的方法构建 CRP

突变体文库，接着用含甲苯的“逆性环境”进

行筛选，获得了甲苯抗性提高的 CRP突变菌株，

突变菌株在体积分数为 0.23%甲苯中，生长速度

为 0.51 h–1 (对照无生长)。对突变株 CRP编码基

因测序发现突变 CRP只有 1处氨基酸被替换，

即第 136 位的苯丙氨酸被替换为异亮氨酸。该

替换发生在 CRP的铰链区结构域，并且靠近与

cAMP结合区。第 136位的氨基酸主要是参与形

成 β 发夹结构，该发夹结构起着连接 CRP 中 C

端与 N 端区域即 cAMP 结合区与 DNA 结合区

的功能[28]。从苯丙氨酸突变为异亮氨酸主要是

改变上述 β 发夹结构，进而改变整个 CRP 构  

象[29]，最终影响 CRP调控基因转录水平。同时，

对突变株转录水平分析，发现与耐有机溶剂相

关基因 arcAB转录水平提高，arcAB编码所得转

运蛋白主要功能是将细胞内毒性有机溶剂如甲

苯转运出细胞[30]。 

3.4  调控 CRP 耐醋酸盐 
醋酸盐类是一种来源于木质纤维素的发酵

副产物，在过量葡萄糖存在的情况下，会严重

影响微生物生物加工过程[31-32]。一般在 E. coli

发酵过程中，醋酸盐浓度超过 5 g/L时，即抑制

细胞生长，限制发酵罐中细胞的浓度，进而影

响发酵产物产量提高[33-34]。如何通过代谢工程

的方法获得醋酸盐耐性提高的突变菌株是可持

续微生物发酵工程中所面临的一大难题。 

Chong等[35]利用易错 PCR突变获得 CRP突

变体文库，接着用醋酸盐压力进行“进化筛选”

获得醋酸盐耐性增强的 CRP突变株。获得的最

优 E. coli突变菌株在浓度为 15 g/L的醋酸盐中，

生长速度为 0.083 h–1 (对照为 0.016 h–1)。最优突

变株中 CRP氨基酸仅有 1处发生替换，即第 138

位的天冬氨酸被替换为酪氨酸。替换位置发生

在铰链结构域，并且靠近与 DNA结合结构域。

通过此次替换，可能改变 CRP 与相应 DNA 结

合能力的大小[36]，从而影响突变株的转录水平。

同时通过DNA微阵列分析发现与耐醋酸盐相关

基因如 yfiD、pflB、gadA、gadB 等表达水平上

升，这类基因编码蛋白主要是抑制细胞内酸化，

从而抵消醋酸盐酸化带来的不良影响[37]。 

3.5  调控 CRP 耐乙醇 
生物乙醇作为一种可替代能源正受到越来

越多的关注[38]，生物乙醇主要是通过微生物发

酵获得。在发酵过程中，随着“毒性”终产物

乙醇的积累，微生物生长受阻，代谢放缓，导

致终产物产量降低[39-40]。目前，通过微生物发酵

获得的最高乙醇浓度为 60 g/L[41]。如此，大规模
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生产生物乙醇必然要解决乙醇耐性不高的难题。 

Chong等[42]通过易错 PCR获得 CRP突变体

文库，接着用乙醇抗性进行筛选获得耐乙醇能

力提高的突变菌株。获得的 E. coli突变菌株在

浓度为 62 g/L乙醇中生长速度为 0.08 h–1 (对照

为 0.06 h–1)。通过对获得的突变株进行 DNA测

序，表明其只有 1 处氨基酸发生替换，即第    

59 位的甲硫氨酸被替换为苏氨酸。替换位置位

于 CRP上与 cAMP结合区域。突变结果可能影

响CRP与 cAMP的结合状况[43]，进而通过RNAP

影响目的基因转录水平。另外，对突变株进行

DNA 微阵列分析发现，除通用压力诱导基因转

录水平提高之外，乙醇耐性相关基因如 marA转

录水平也提高。但进行综合分析发现，乙醇耐

性需要多种诱导途径的参与，其耐性提高是多

种基因共同调节的结果。 

3.6  本实验室有关调控 CRP 研究进展 
第三代生物乙醇是利用基因工程的方法改

造光合生物蓝藻而生产获得的乙醇。目前，第

三代生物乙醇正成为全球研究热点。如今主要

有两大瓶颈有待克服：蓝藻本身产乙醇量不高，

目前实验获得的最高乙醇产量是 690 mg/L；蓝

藻耐受乙醇能力偏低，2%的乙醇即能严重抑制

蓝藻细胞的生长。利用 gTME 的方法调控蓝藻 

(以 Synechococcus 7942 为研究对象) 全局转录

因子 CRP 基因家族 FNR 基因获得 FNR 突变体

文库，接着通过高通量筛选的方法获得 FNR突

变体文库。以乙醇抗性作为筛选条件筛选出乙

醇耐性提高的菌株。以乙醇产量提高作为实验

目的，获得乙醇产量提高菌株。另外通过分析

突变 FNR结构特征可以揭示出 FNR结构和其功

能之间的对应关系。目前实验室正在构建 FNR

突变体文库，已初步筛选出能够耐受 2%乙醇含

量的蓝藻。 

本实验的开展既能提高蓝藻乙醇产量和耐

受能力，阐明乙醇耐受机制，亦能解决蓝藻生

物乙醇规模化生产的瓶颈问题，推动第三代生

物乙醇产业的发展，为藻类绿色燃料的可持续

发展提供藻种原料和技术储备。 

4  结论与展望 

利用易错 PCR或DNA shuffling的方法对全

局转录因子 CRP进行突变可以获得期望的目的

细胞表型：耐受乙醇、有机溶剂、盐类等各种

抗逆性能力增强以及乙醇、丁醇等目标产物生

产量增加。调控 CRP可以从全局水平上调控多

个基因转录水平的上升或是下降，正好和细胞

表型与多个基因表达的同时上升或是下降的特

点相符合。如此，可以通过从突变库里用相应

“逆性”环境进行筛选而获得目的细胞表型。 

CRP 是原核生物共有的一类全局转录因

子，其位于调控网络的最顶端。Wang等[44]2012

年提出全局转录因子调控方法即 GRE，该方法

的内涵包括利用宿主细胞本身或是外源细胞全

局转录因子突变建立相应的库供选择性筛选获

得目的细胞表型。同样，也可以将特定细胞中

所获特定表型的相应 CRP突变体转接到另一宿

主细胞中，有望获得相同的细胞表型。因此，

则可以极大地提高 CRP 突变的应用范围，也省

去突变和筛选的重复步骤。如果将 CRP突变应

用于合成生物学的研究，将 CRP突变体作为一

种“元件”用于构建细胞代谢库，也可能会获

得意想不到的收获。 

转录因子 CRP结构与其功能目前还没有建

立确切的关系，对其突变虽比传统整个基因组

突变省时、省力，但同样其突变带有一定的盲
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目性，筛选工作量巨大。下一步的工作应是结

合系统生物学的基本方法建立起其结构与其相

应功能的联系。如此不仅可以增强相应工作的

目的性从而获得更优的细胞表型，也为解析细

胞功能与代谢提供参考。 
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