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Abstract：Thymidylate Synthase(TS)is an enzyme involved in making one of the major building 

blocks for DNA deoxythymidylic acid(dTMP)，and plays a critical role in cell growth and division and 

is overexpressed in the majority of cancers．Lymphocystis disease virus(LCDV)belong to iridoviridae， 
and the causative agent of lymphocystis disease，which has been reported to occur in over 100 different 

fish species worldwide．and viral infection that causes cells to become megaloblastic，thus forming 

small tumors rbumps or growths)．The complete nucleotide sequence of the LCDV—C genome was 

recently determined．Among the sequenced vertebrate iridoviruses．1ymphocystis disease virus isolated 

from China(LCDV-C)is of the largest genome．Computer-assisted analysis revealed the potential open 

reading frames ORF 0 l1L 0f LCDV．C was TS gene．the first report of complete TS gene from 

vertebrate iridoviruses．The LCDV．C TS gene consists of 858 bp in length with a base composition of 

28．2％ G+C．and encoded a protein of 286 arnino acids with a predicted size of 32．7KD．Comparison of 

the LCD、，．C TS t0 TS from Chilo iridescent virus(CIV)，Ambystoma tigrinum virus( rV)and tiger 

frog virus fTF )three iridoviruses and other sixteen species，showed extensive amino acid similarities 

Of TS between four iridoviruses and other species．The predicted LCDV-C TS amino acid sequences 

contain the folate．binding site in 44．70 residues and dUMP．binding site in 1 63．206 residues．The 

secondary structure of LCDV．C TS was predicted with 8 alpha helixes．6 beta sheets and 23 loops． 

showed the structure flexible and torsional rotation．Phylogenetic tree was constructed based on the 

multiple alignments of TS amino acid sequences from twenty species，an d LCDV-C TS is a branch alone． 

Kev words：Lymphocystis disease virus；Thymidylate synthase gene；Structure analysis 

摘要：胸苷酸合酶 (Thymidylate synthase，TS)是进行 DNA合成所必需的酶类，与细胞分化及肿瘤发生密切相关。 

淋巴囊肿病毒属于虹彩病毒科成员，是能引起百余种淡、海水鱼感染，并产生肿瘤的病毒病原。在已完成中国淋 

巴囊肿病毒株 (Lvmphocystis disease virus．China，LCDV-C)基因组序列测定的基础上，本文对位于 LCDV-C基因 

组开放阅读框 ORF011L的 TS基因结构、及其推定蛋白结构进行了分析。该基因全长 858bp，GC含量为 28．2％， 

编码一个长为286aa、分子量为32．7kD、等电点为7．1的推定蛋白，称之为中国淋巴囊肿病毒胸苷酸合酶(LCDV-C 

TS)。该酶所具有的叶酸结合区在第 44和 70位氨基酸之间，dUMP 结合区在第 163和 206位氨基酸之间，24 

个必需氨基酸具有高度保守性。二级结构预测结果显示 LCDV-C TS含 8个a螺旋，6个 6折叠和 23个环，表 

明其具备酶活性分子所有的柔性和可变性结构特征。这是迄今所知在脊椎动物虹彩病毒中唯一含两个完整结合区 

的 TS。对来自包括 LCDV在内二十个物种的 TS结构进行同源性分析，显示 LCDV-C TS被单独分为一枝。进一 

步对LCDV—C TS可能的起源途径及与宿主的作用等进行了探讨。 
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淋巴囊肿病毒 (Lymphocystis disease virus， 

LCDV)属于虹彩病毒科 (iridoviridae)成员，是 

在世界各地普遍存在的水产动物病毒病原，可引起 

100多种淡、海水鱼发生囊肿病⋯。白1997年在我 

国养殖牙鲆 (Paralichthys olivaceus)中出现淋巴 

囊肿病以来，已开展对中国淋巴囊肿病毒病原的 

分离鉴定、免疫学性质、病理变化等的研 。 

第一株淋巴囊肿病毒 (LCDV-1)的全基因组结构 

于1997年报道后【4】，现有学者对LCDV-1开放阅读 

框 (Open Reading Frame，ORF)ORF 167L编码基 

因及表达产物进行了研究L5】。由于LCDV感染宿主、 

并引起产生的症状是在表皮和组织粘膜中出现囊 

肿，因此我们的研究聚焦于LCDV与肿瘤发生相关 

基因。 

胸苷酸合酶 (Thymidylate Synthase，TS；EC 

2．1．1．45)是在 DNA合成过程中催化 dUMP转化为 

dTMP的关键酶类，对细胞内重要基因起调控作用 
J
， 与肿瘤发生密切相 。已在疱疹病毒和昆虫 

绿虹彩病毒(Chilo Iridescent Virus，CIV)中鉴定了 

TS 基 因 ，但 在虎 纹钝 口螈病毒 (Ambystoma 

tigrinum Virus，ATV)及虎纹蛙病毒 (Tiger Frog 

Virus，TFV)这两种脊椎动物虹彩病毒中仅存在 TS 

基因的部分序列L7 “。在最近完成了已知最大脊椎 

动物虹彩病毒基因组一一中国淋 巴囊肿病毒株 

(LCDV-C)全基因组测序的基础上【l】，我们明确 

LCDV-C ORF OllL含有完整的 TS基因，这也是 

第一个完整的脊椎动物虹彩病毒 TS基因。通过计 

算机辅助分析，对 TS基因及其推导产物的结构特 

征、功能区等进行了分析，并对包括已知虹彩病毒 

在内二十个物种的 TS基因结构异同进行了比较。 

1 材料和方法 

1．1 LCDV-C及其基因组序列 

从沿海某养殖区采集有典型淋 巴囊肿症状的 

患病牙鲆 (Paralichthys olivaceus)，从患病组织中 

分离纯化LCDV-C病毒，并制备病毒核酸，通过鸟 

枪法测序后在GenBank中登录 ，登录号为No．AY 
380826[”。 

1．2 LCDV-C TS序列分析及系统进化树的构建 

将LCDV-C ORF 01 1L核苷酸序列及其所推测 

编码 的氨 基酸序列通过Internet输入到GenBank／ 

EMBL／DDBJ数据库，用Blast程序进行同源性搜索。 

利用DNAStar和Clustal X等软件对核酸和蛋白质数 

据进行了分析。利用PHD program进行LCDv-CTS 

的二级结构预测。利用PSI—Blast程序~HGenBank数 

据库资料，对LCDV-C、三种虹彩病毒和其它十六 

个不同物种的TS氨基酸序列进行同源性比较，并构 

建系统进化树，分析同源性大小及相关性。 

TTAAA0TATATA AAATGAG『rATATA T 
TTAGGTGTTAAAGGGTGAATATCCTTCACACAaCAA11AATACTAATGTGTTTAGAGTTAAAGGGTTAAAAGATTACTGTTTAATTTAAAA 

A1 CTAATGAAGAAGGTTATTTAAATCAACTTAAGTATATTTTAGCAAATGGAAGACTTAAAATTGATAGAACTGGAACAGGTACTCTT 
M A N E E G Y L N Q L K Y I L A N G R L K I D R T G T G T L 

TCAGTATTTGGTTTACAGAATAGATATGATTTAAGTACATTCCCTTTATTCACTACAAAAAGAATGTTTTGGCGTGGAATAGTAGAAGAA 

S V F G L Q N R Y D L S W F P L F W W K R M F W R G I V E E 

CTTTTATGGTTCCTTAAAGGATCTACAAATTCTTTAAATTTATCAAAAAAATCTGTACATATTTGGGATGCTTATGGATCAAAATCTAAT 

L L W F L K G S T N S L N L S K K S V H I W D A Y G S K S N 

TTAAATCGATTAGGATTTAATCATCGTGAAGAAGGTGATTTAGGTCCTATTTATGGGTTTCAATGGAGACATTTTGGAGCTAATTATATA 

L N R L G F N H R E E G D L G P I Y G F Q W R H F G A N Y I 
AATTGTCATACTAATTATGAAGGTCAGGGTATAGATCAATTACAAATAATTATAACAAAATTAAAAACAAATCCAAATGATAGACGTATT 

N C H W N Y E G Q G I D Q L Q I I I T K L K T N P N D R R I 
TTAATGACT'GC'TT'GGAATC'CAtC'tGATATAGATC五 T TTT彳 T T 亍 T 亍 T而 TCAATl干-f亍 GcYAYAGACAATATT 

L M W A W N P S D I D Q A V L P P C H V L C Q F Y A I D N I 
T 而Gff ATGTTA'TC／~kAGATCAGCAGATATGGG'A竹AGG'TG'TA'CC'TTTTAATGTAGCTT丽 丽 丽 AACATAY~YAATT 
L S C Q C Y Q R S A D M G L G V P F N V A S Y A L L W Y L I 

GCTCAAGCTGTTGATATGAAACCAGGTGAATTTATTCATACGCTAGGAGATGCTCATATTTATTTAGATCATATAAAAGCTATAAAAGAA 

A Q A V D M K P G E F I H T L G D A H I Y L D H I K A I K E 

CAATTAACTCGATCAATAAAACCTTCACCTGTTGTAATATTAAAAAAAAAGTCTGATAATTTATGTGATTTTAAATTTGAAGATTTTGAA 

Q L W R S I K P S P V V I L K K K S D N L C D F K F E D F E 

TTGTTAGATTATAATCCTCATCCAGCTATCTCGTTAGATTTATCTATTTAACTTTTTTIAAAAAIcTAGGTATTAGGcTAAAcTAATGcATT 
L L D Y N P H P A I S L D L S I 术 

图 1 LCDV—C TS基因核苷酸序列、推导的氨基酸序列及二级结构预测结果 
Fig．1 Complete nucleotide sequence of LCDV—C TS gene，the deduced amino acid sequence and secondary structure of LCDV—C TS

． 

Start and stop codon are presented in boldface type．Deduced signals for transcription and polyadenylation are bo xed
． Prediction was underlined as the 

reliability is over 82％，beeline indicates a helix，undee line indicates B sheet and broken line indicates loop． 

nv 1  1 【 【 1  1  1  1  1  1  1  1  1  1  l  1  1  1  1  1  9 0 6 9 ∞ 龇 
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表 l 不同的虹彩病毒 TS基因及其产物比较 

Table l Comparative analysis of TS and TS gene in different 

iridoviruses 

a．G+C Con~nt；b．Molecular Weight“ · ：c．1s0e】ectric Point． 

LCDV-C，lymphocystis disease virus isolated from China；CI Chilo 

Iridescent Virus； Tiger Frog Virus；ATV,Ambystoma tigrinum Virus． 

2 结果 

2．1 LCDV-C TS基因及编码产物特征 

LCDV-C TS基因全长858bp，GC含量为28．2％， 

和 LCDV-C全基因组的 GC含量 27．25％相近；在起 

始密码子 ATG 上游．93和．107位置有两个典型的 

TATA框，．54位置有 CAAT基序，在终止密码子 

TAA下游有 Poly(A)结构信号(图 1)。LCDV-C TS 

基因编码一个含 286aa的推定蛋白，其分子量为 

32．7kD，等电点(pI)为 7．1。包括 LCDV-C TS基因 

在内，现已鉴定出含 TS基因全长或部分序列的虹 

彩病毒共有4株，所编码蛋白的分子量大小及其等 

电点等性质有所不同 (表 1)；昆虫虹彩病毒 CIV 

(Chilo Iridescent Virus)TS为 295aa，仅比LCDV．C 

TS多9个氨基酸；但虎纹蛙 TFv(Tiger Frog Virus) 

TFV 0 

ATV 0 

LCDV—C 1 

CIV 1 

TFV 

ATV 

LCDV—C 

CIV 

和虎纹钝口螈 ATV(Ambystoma tigrinum Virus)这两 

种脊椎动物虹彩病毒仅含 TS基因片段，推测其编 

码的TS各含124aa和95aa残基，分别比LCDV-CTS 

要短 162和 191个氨基酸，显示 LCDV-C TS基因为 

第一个报道的完整的脊椎动物虹彩病毒TS基因。 

2．2 LCDV．C TS功能区定位及不同虹彩病毒 TS 

功能位点的异同 

经分析表明，在第44至70位、和第163至206位 

氨基酸残基之间，分别是LCDV-C TS的叶酸结合区 

(folate-binding site) 和 dUMP结 合 区 (dUMP． 

binding site)(图2)，这是TS发挥功能必不可少的两 

个功能区Ll 。进一步用ClustalX软件对LCDV．C TS 

进行比对分析，显示在与底物作用最佳位置所必需 

的24个氨基酸残基中，LCDV．C与其它已知物种TS 

有高度保守性【1引，如酶的催化活性位点 (PCH)处 

有 Pro167、Cys168和His169三个氨基酸。此外， 

对四种虹彩病毒的TS功能位点比较，虽然显示昆虫 

虹彩病毒CIV TS在第48至74位、在第162至210氨 

基酸位点处，也具有与叶酸和dUMP结合的两个功 

能区，但两种脊椎动物虹彩病毒，其一，TFv TS 

缺失了dUMP结合区上游的所有氨基酸；其二，ATV 

TS不仅缺失dUMP结合区上游的所有氨基酸，还缺 

失了dUMP结合中的大部分氨基酸残基，包括PCH 

位点。 

一 一

MANEEG—YLNQLKYILANGRLKID~GTGTLSVFGLQNRYDLST—FP MDINNEEKQYLNLLEKVLFOGEDRDDI~GIGTKNV
FGEQLKFNLRTSFP 

LFTT WRGIVEELLWFLKGSTNSLNLSK 

LLT~ FWKGVVEELLWFISGSTDVSVLNQ 

0 ⋯ —·——～ ——一 -一一—---一一-一——一 -一一～ ——一 -一一—．—．-一一—．⋯ —．—．—．—．— — ～ —．— ～ —．⋯ ⋯ —．一 ～ —．～  

0 ⋯ 一j ⋯ 一 ～ ⋯ ⋯ 一 ～ 一 __-⋯ ～ ⋯ ⋯ ⋯ 一 ⋯ -一一一 --一⋯ ⋯ ⋯ 一 一 一一 

77 KS~ AYGSKSNLNRLGFNHREEGDLGPIYGFQWRHFGANYINCHTNYEGOGIDQLQI I ITKLKTNPNDRIIILMTAWN 
8 1 KGVK~ AESFYTQQNLFK一一KN—DLGPIYGFQWRHYGENYIGCDNKYG一一GIDQLKNI ITTIQNEPWDI~AdlLLAWN 

— —  ￡： i i g§i!￡ 一一 —— 一 
⋯ 一 一 -

MAIPPCH~ddCQFYVSDGE⋯一一LSCHLYQItSGI)M~ I 
⋯ 一 ～ 一 ⋯ 一 ⋯ ⋯ 一 ⋯ ～ 一 - 一 一 一

MlG蓥 VP 嗡I 

PsD IDQAvLP尸( LCQFYAIDNI⋯一LscQCYQllSAD蛐乩GVP囊 
PKDNsKMALP尸 IAHFDVssKINGKRELscHLFQllsAl≥Me VP鞲I 

ASYSLLTY埘 AHVTGLE⋯ 一-PGEFVH1LG 

ASYFLLTŶ眦 YVTGLE_--一-PGEFVHTLG 

ASYALLTYLIAQAVDMK————————-PGEFIHTLG 

ASYALLTHI IAHVSSTNTELIVPGDFVHTLS 

DA DHvEPLKTQLEREPRPFPTLRINRsVEsLDDFKAEDFsLEGYDP}Ⅱ)TII(MRM̂v 
DAHV LD丑VEPLKTQLEREPRPFPTLR工NRRVEsLDDFKAEDFsLEGYDPHPA工RMRMl矗V 
DAH工 LDH工KA工KEQLTRs工KPsPVV工LKKKsDNLcDFKFEDFELLDYNPHPA工sLDLS工 
NV尊I{ (NHIKALTEQIsRIPRKFPTLEIINKNKNIDAFssKDFVLKDYNPYPALÊ砸M̂L 
#．木#木 #木##．#． 木# 木 # 木．# # ． ．．# 木． #木木 木

． 木#木#木## # ### 

图 2 四种虹彩病毒Ts氨基酸序列比对结果 

Fig．2 Alignment of the amino acid sequence of the TS from different iridoviruses
． 

Identical amino acids are denoted by asterisks，the dot indicates the position of well conserved amino acids
． Dashes indicate artificial gaps that have been 

introduced to achieve maximal amino acid matching．The critical amino acid residues for catalytic function are presented in i~ics
，
other 21 required 

anlino acid residues are presented in boldfaced letters with gray background 

1  l  7  6  
5  5  

l  l  

C  

V  
V  V  D  V  

F  T  C  I  T  A  L  C  

5  6  7  6  

6  3  2  3  
2  2  

C  

V  
V V D V rH 
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2．3 LCDV-C TS二级结构及其特性 

利用 PHD程序对 LCDV-C TS的二级结构进行 

预测的结果表明，含有 8个 Gt螺旋，6个 p折叠和 

23个环状结构，这些结构已分别在图 1中标出。由 

于环状结构丰富，显示 LCDV-C TS具有高度的柔性 

和可变性，这也是酶类活性分子所特有的结构特征。 

2．4 LCDV-C与不同物种TS的同源关系及系统进 

化树 

将LCDV-C和其它19个物种的TS氨基酸序列 

进行了比对，并构建了系统进化树 (图3)。结果显 

示LCDV-C TS与人类同源性最高为61 ，与T4噬 

菌体最低为36 ，而与CIV的同源性居中为47％ 

(表2)。在系统进化树中，二十个物种的Ts被分 

为两个类群，十八个物种形成真核生物及其病毒类 

群，另一类群则由原核生物及其病毒形成。LCDV- 

C TS与其它虹彩病毒虽处在同一类群，但它们并 

不在一枝，LCDV-C TS成为单独的一枝。这为深入 

了解LCDV-C TS的进化、起源及与宿主相互作用的 

机理提供了新的启示。 

表2 来源于二十个不同物种的胸苷酸合酶 (Ts)含氨基酸数量及同源性比 

Table 2 Comparison of length and homologies in amino acids of thymidylate synthase (TS)from twenty species 

Note：aoAbbreviation of species：A，animal；V’virus；P'plant； fungi；N，nematode；B，bacterium 

b．They are subfamilies of herpesvirus 

3 讨论 

已证实 DNA病毒基因能编码有功能的细胞蛋 

白同系物，包括在复制、转录和核酸代谢中所需的 

酶类、及干扰细胞周期调控和宿主免疫系统的蛋白 

因子等【l川川。虹彩病毒也有编码细胞蛋白同系物的 

基因【J．4'州I' 71，TS基因就是其中之一。由于 TS在 

DNA合成、细胞分化及肿瘤形成中有重要作用，因 

此病毒的TS研究倍受关注。 

现已报道了七株虹彩病毒全基因组序列【l’4 ll， 
7,181

， LCDV-C是其 中六个脊椎动物虹彩病毒中唯 
一

具有完整TS基因的毒株。本研究揭示，LCDV-C 

的TS基因能编码具备两个功能区、24个保守功能位 

点、有柔性和可变性结构特征的酶。另外本文所绘 

制的TS氨基酸序列系统进化树显示：真核生物及其 

病毒为一个类群，原核生物及其病毒则为另一个类 

群 ，这为病毒TS基 因来源于宿主提供 了佐证。 

LCDV-C TS独处一枝，提示脊椎动物虹彩病毒在与 

宿主长期相互作用中，可能会使某些功能基因重新 

形成或完全改变，且可凭借自身携带的TS基因及 

其产物进行DNA复制，这为其感染新的宿主提供 

了潜在优势。因此，深入探讨LCDV-C TS的起源问 

题，将有可能获得关于LCDV为何分布极为广泛的 

重要信息。 

部分有囊膜的双链 DNA病毒复制后，以出芽 

方式从宿主细胞膜中获得囊膜【l ，同时可使宿主机 

体的体表皮肤和内脏粘膜产生囊肿。目前对携带有 

TS基因的病毒研究较多的是疱疹病毒【7】。疱疹病毒 
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具有与虹彩病毒类似的形态结构及成熟方式。疱疹 

病毒均以引起宿主皮肤和粘膜的疱疹性病变为特 

征，这一点也与LCDV引起鱼类产生囊肿相似。疱 

疹病毒使宿主产生疱疹，可能与 TS对宿主细胞内 

p53基因的表达抑制作用有关，并推测 TS在疱疹病 

毒诱导肿瘤发生时起作用 J。尤其值得关注的是， 

最近有报道指出，将人类 TS基因在体内外异位表 

达都能转化鼠类细胞，造成细胞无限增殖和病灶形 

成，证明 TS具有癌基因的活性，可诱导肿瘤 J。 

可见，研究 LCDV—C的 TS，将有助于认识和阐明 

鱼类 LCDV致病的分子机理。 

图3 根据20个物种(表2)的TS氨基酸序列构建的系统进化树 

Fig．3 Phylogenetic analysis of TS based on the deduced 

amino acid sequence from 20 different species． 

LCDV—C(中国淋巴囊肿病毒株)；Homo sapiens(人)；Musmusculus(小 

鼠)：Rattusnorvegicus(挪威大鼠)：Dario rerio(斑马鱼)；Saimiri herpesvirus 

(松鼠猴疱疹病毒)；Ate~sherpesvirus(蛛猴疱疹病毒)：Atelineherpesvirus 

(猴疱疹病毒)；Heliothiszeavirus 1(玉米夜蛾病毒1型)；Chiloiridescent 

viN]s(昆虫绿虹彩病毒)；Rana rigrina ranavirus(虎纹蛙病毒) Ambystoma 

tigrinum virus(虎纹钝口螈病毒)；Saccharomyces cerevisiae(酿酒酵母)： 

Candida albicans(白色念珠菌)；Trichinella spiralis(旋毛形线虫)； 

Caenorhabditis elegans(秀丽引杆虫)；Zeam~lys(玉米)；Arabidopsisthalina 

(拟南芥菜)；Escherichia coli(大肠杆菌)；PhageT4( 噬菌体)。Accession 

number of 20 species was listed in table 2． 
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