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摘要    本研究筛选到圆斑星鲽(Verasper variegatus)的性别相关基因 sox9，并通过 RACE 技术获得

了全长序列，基因全长为 3287 bp，包括 1431 bp 的 ORF，编码 477 个氨基酸，368 bp 的 5 UTR 和

1488 bp 的 3 UTR。在 3 UTR 中有多聚腺苷酸尾和加尾信号 AATAAA。通过荧光定量 PCR 测定了

sox9 基因在圆斑星鲽成鱼不同组织中的表达水平，发现 sox9 基因在圆斑星鲽的脑、眼、鳃、心、

肝、胆、肠、精巢、卵巢、肾和肌肉等各个组织中都有不同程度的表达。在鳃、脑和精巢组织中检

测到较高水平的 sox9 转录，其中精巢中的转录水平显著高于其他组织，sox9 基因在性腺中的表达

显示出性别两相性差异。其在精巢中的表达水平要显著高于卵巢，说明 sox9 基因与雄性性腺发育

相关。通过测定 sox9 基因在圆斑星鲽幼鱼不同发育时期(20、30、40、50、60、70 和 80 日龄)的表

达水平，发现其在 20~50 日龄表达量逐渐下降，在 60 日龄时表达量上升，推测表达量上升可能与

幼鱼性腺分化相关。 

关键词    圆斑星鲽；sox9；性别基因；mRNA 表达 

中图分类号 S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2018)06-0072-09 

基因 sox(SRY-related HMG-box)是与哺乳动物睾

丸 决 定 基 因 SRY(Sex determination Region of Y 

chromosome)的保守区 HMG 基序有 60%以上同源性

的一类基因的统称，而 sox9(Sex determining region 

Y-box 9)是 sox 基因家族中重要的一员(Foster et al, 

1994)。东天等(2015)研究表明，sox9 基因是目前发现

的大多数脊椎动物睾丸发育的主要基因之一，被认为

与性逆转、性别分化胚胎期的细胞分化以及精原细胞

的形成有关。哺乳类 sox9 下调 wnt4 (Wingless-type 

MMTV integration site family, member 4)的表达，性腺

将发育成睾丸(侯林等 , 2007)；sox9 参与激活 amh 

(Anti-mullerian hormone)，可以使哺乳动物性腺向精

巢方向发育(文爱韵等, 2011)。目前，在尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus)、青鳉(Oryzias latipes)、高身

丽脂鲤(Astyanax altiparanae)、西伯利亚鲟鱼(Acipenser 

baerii)和牙汉鱼(Odontesthes bonariensis)等多种鱼类

中获得了 sox9 基因(Kobayashi et al, 2008; Nakamura 
et al, 2012; Fernandino et al, 2003; Adolfi et al, 2015; 
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Berbejillo et al, 2013)。证实了 sox9 基因在鱼类性别

分化和性腺发育过程中发挥着重要的作用。李永婧等

(2017)研究发现，sox9 的突变会导致雌性个体出现雄

性表型，这可能与生殖细胞数目的减少相关，表明在

硬骨鱼类中 sox9 基因可能具有新的功能，即在生殖

细胞系维持和存活方面发挥了重要作用。 

圆斑星鲽(Verasper variegatus)是一种具有广阔

养殖前景的新兴养殖对象，雌性在生长速度与体型上

明显比雄性大，5~8 cm 的圆斑星鲽经养殖 4 年，雌、

雄鱼的体重分别达 4.3 kg 和 1.2 kg(叶建生等, 2006)。

通过进行性别控制，培育单一雌性苗种，可以有效提

高其养殖效益。性别决定机制与性别分化特征的研究

对实现单性化繁殖十分重要。迄今圆斑星鲽性别相关

基因的研究还未见报道。作者克隆了圆斑星鲽 sox9

基因的全长序列，并分析其在圆斑星鲽成鱼不同组织

及在幼鱼不同发育阶段的表达差异，为圆斑星鲽的性

别决定及性腺发育机制提供了基础资料和理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  成鱼各组织样品的制备    圆斑星鲽成鱼取

自蓬莱天源水产有限公司，解剖鱼体，观察其性腺，

确定性别，然后取成体雄鱼和雌鱼各 3 尾，体长为

(23.5±0.5) cm、体重为(340±20) g，取其组织(全脑、

眼、鳃、心、肝、胆、肠、精巢、卵巢、肾和肌肉)，

置于有 RNA later 试剂的离心管中，液氮速冻后，将

样品保存于‒80℃超低温冰箱，待用。 

1.1.2  仔鱼各发育时期样品的制备    不同发育时 

期的仔鱼取自于山东省威海市乳山市的山东科合海

洋高技术有限公司。选取 20、30、40、50、60、70

和 80 日龄仔鱼，其全长分别为(10.5±0.7)、(13.5±0.6)、

(19.6±1.8)、(29.6±2.4)、(36.2±2.5)、(45.1±2.3)和(57.7± 

2.8) cm，每个日龄取 10 尾鱼，去头去尾保留腹部，

处理后装入冻存管中，液氮速冻，于‒80℃超低温冰

箱中保存备用。 

1.2  RNA 提取及反转录 

本研究采用 Trizol 法提取成鱼不同组织以及仔

鱼各发育时期性腺组织的 RNA。用分光光度计和琼

脂糖凝胶电泳检验 RNA 质量。用 DEPC 处理水将

RNA 稀释成浓度为 1 μg/μl 的溶液，并使用反转录试

剂盒 PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser 

(TaKaRa)，以稀释后的 RNA 为模板，将 RNA 反转录

成 cDNA。具体实验步骤为：在冰上，向 0.2 ml 的

PCR 管中依次加入 5×gDNA Eraser Buffer 2.0 μl，

gDNA Eraser 1.0 μl，Total RNA 1 ng，RNase Free dH2O

补至 10 μl；42℃水浴 2 min，置于冰上；再加入

PrimeScript RT Enzyme Mix  1.0 μlⅠ ，RT Primer Mix 

1.0 μl，5×PrimeScript Buffer 2 4.0 μl，RNase Free dH2O 

4.0 μl；然后，37℃水浴 15 min，85℃水浴 5 s，置于

冰上。产物 cDNA 转移至‒20℃保存备用。 

1.3  sox9 基因核心片段的克隆 

基于本课题组前期获得的圆斑星鲽转录组数据

(Ge et al, 2017)，使用软件 Oligo7 设计特性引物

sox9-S1 和 sox9-A1(表 1)，以成鱼性腺组织的 cDNA

为模板，PCR 扩增 sox9 核心序列。 

PCR 反应体系(50 µl)：在 0.2 ml PCR 管中依次加

入 2×TSINGKE Master Mix 25 µl，sox9-S1(10 µmol/L) 
 

表 1  本实验所用引物 
Tab.1  Primers used in this study 

引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence (5~3) 用途 Purpose 

sox9-S1 TGCTCGCCTCCTCCACCCAA 克隆 sox9 基因 

sox9-A1 TCGCAACTCGCCTTCTCGTCT To amplify the sox9 gene 

β-actin-S TTCTGGTGATGGTGTGAC  

β-actin-A GTGGTGGTGAAGGAGTAG 荧光定量 

sox9-S2 GACCAGTACCCGCATCTGCAC Real-time PCR 

sox9-A2 TCAGACGCTCCGCTTCCTCCA  

5ˊGSP-1 ATCGGCACCAGCGTCCAGTCGTA 5′ RACE 第一轮 First round 

5ˊGSP-2 AGCCCTTCAGCACCTGGGACA 5′ RACE 第二轮 Second round 

3ˊGSP-1 TCCCAGGTGCTGAAGGGCTACGA 3′ RACE 第一轮 First round 

3ˊGSP-2 CAGAACTCAGCAAGACCCTGGGCAA 3′ RACE 第二轮 Second round 

M13-S1 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC PCR 

M13-A1 GAGCGGATAACAATTTCACACAGG PCR 
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1 µl，sox9-A1(10 µmol/L) 1 µl，cDNA 1 µl，加双蒸

水补至 50 µl；PCR 反应条件为 94℃ 5 min；94℃ 30 s，

58℃ 30 s，7℃ 1 min，35 个循环；72℃ 10 min。扩

增产物保存于‒20℃。 

1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物中的目的

条带。UV2 下切胶，使用 SanPrep 柱式 DNA 凝胶回

收试剂盒(生工)和 PMDTM 18-T 载体(TaKaRa)对目的

DNA 片段进行回收、连接和转化培养。具体步骤参

考试剂盒使用说明书。菌液 PCR 进行阳性克隆筛选。 

菌液 PCR 反应体系(10 µl)如下，在 0.2 ml PCR

管中依次加入 2×TSINGKE Master Mix 5 µl，M13-S1 

(10 µmol/L) 0.4 µl，M13-A1 (10 µmol/L) 0.4 µl，菌液

2 µl，加双蒸水补至 10 µl。PCR 反应条件为 94℃     

5 min；94℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 1 min，35 个循环；

72℃ 10 min。扩增产物保存于‒20℃。 

扩增产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测目的条带

(原目的条带加 150~200 bp 为阳性克隆)。有目的条带

的菌液送测。测序结果与 NCBI 数据库进行对比，确

定序列为 sox9 基因的核心序列。 

1.4  sox9 基因 5 UTR 和 3 UTR 的扩增 

使用 SMARTTM RACE cDNA Amplification RACE 

(TaKaRa)反转录试剂盒，以性腺组织 RNA 为模板制

备 5和 3cDNA 的第一条链。根据前面所得的核心序

列设计特异性引物 3 GSP-1 和 3 GSP-2 扩增 sox9 基

因的 3 UTR。设计特异性引物 5 GSP-1 和 5 GSP-2

扩增 sox9 基因的 5 UTR(表 2)。5 UTR 和 3 UTR 扩

增都采用巢式 PCR 方法，共 2 轮 PCR 反应，第一轮

以 5和 3 cDNA 的第一条链为模板及外侧特异引物

GSP-1 进行扩增，第二轮以第一轮 PCR 产物为模板

及内侧特异引物 GSP-2 进行扩增。 

反应体系 25 µl：10×Buffer 2.5 µl，dNTP (2.5 mmol/L) 

0.5 µl，UPM 2.5 µl，5或 3特异引物 0.5 µl，5或 3 

RACE 模板 1.25 µl，Taq DNA 聚合酶 0.5 µl，ddH2O

补足至 25 µl。PCR 反应条件为 94℃，30 s；68℃，     

30 s；72℃，2 min。 

将 PCR 所得的 5'和 3'端产物进行电泳检测，UV2

下切胶回收 DNA 片段，并连接转化，挑取阳性克隆

测序。测序结果与 NCBI 数据库进行比对，确定为 sox9

基因的片段。 

1.5  序列和系统发育分析 

使用软件 Gene Tool 对 sox9 基因进行序列分析，

使用软件 DNAMAN 对其进行蛋白序列多重比对分

析，使用软件 MEGA 5 进行系统进化分析。 

1.6  荧光定量 PCR 

根据 sox9 基因的核心序列，运用软件 Oligo7 设

计多对特异性引物，以圆斑星鲽成鱼不同组织和幼鱼

不同发育阶段性腺组织的 cDNA 为模板，荧光定量

PCR(qRT-PCR)测定 sox9 基因在圆斑星鲽不同组织中

和幼鱼不同发育阶段的表达水平。特异性引物要进行

引物试扩增，检测其条带的特异性及扩增效率，找出

最佳的特异引物。通过预实验筛选出最佳引物

sox9-S2 和 sox9-A2(表 1)，目的基因 sox9 与内参基因

β-actin 的扩增效率都接近 100%，扩增效率一致，采

用 2Ct 法分析基因相对表达量。 

qRT-PCR 反应体系(20 µl)为 2×SYBR Premix Ex 

TaqTM (TaKaRa) 10µl, cDNAⅡ 模板 2 µl，正反向引物

各 0.8 µl，ROX Reference Dye  0.4 µlⅡ ，ddH2O 补齐

至 20 µl。扩增反应条件：94℃ 30 s (1 个循环)；94℃   

5 s，60℃ 34 s ( 40 个循环)；95℃ 15s (1 个循环)；60℃ 

1 min (1 个循环)；95℃ 15 s (1 个循环)。每一实验样

品重复扩增 3 次，用于后续实验数据。运用 SPSS 19.0

软件进行 One-way ANOVA 差异显著性分析。 

2  结果 

2.1  序列和系统发育分析 

通过对 sox9 基因核心片段的克隆以及对其 5 
UTR 和 3 UTR 的扩增，得到了 sox9 基因的全长序列。

基因全长为 3287 bp，经软件预测 sox9 基因包括 1431 bp

的 ORF，可编码 477 个氨基酸，368 bp 的 5 UTR 和

1488 bp 的 3 UTR(图 1)。在 3 UTR 中有多聚腺苷酸

尾和加尾信号 AATAAA。 

如图 2 所示，将圆斑星鲽 Sox9 蛋白序列与其他

物种的 Sox9 蛋白序列进行比对分析，比对所用的物

种包括：人(Homo sapiens，CAA86598.1)、原鸡(Gallus 

gallus，AAB09663.1)、鼠(Mus musculus，NP_035578.3)、

非洲爪蟾(Xenopus laevis，NP_001084276.1)、红鳍东

方鲀(Takifugu rubripes，Sox9a：AAQ18507.1，Sox9b：

AAQ18508.1) 、 大 菱 鲆 (Scophthalmus maximus ，

ART89197.1) 、 牙 鲆 (Paralichthys olivaceus ，

ACO40490.1)、赤点石斑鱼 (Epinephelus akaara ，

AAT77677.1) 和 青 鳉 (Oryzias latipes ， Sox9a ：

NP_001098556.1，Sox9b：AAX62151.1)。比对结果

显示，包括圆斑星鲽在内的鱼类 Sox9 蛋白均含有高

度保守的 HMG 结构域。sox9 基因编码的 477 个氨基

酸，其中 103~173 aa 为 HMG 结构域。 

根据已发表的各个物种的 Sox9 蛋白序列，采用

MEGA 软件的邻接法(Neighbor-joining, NJ)，自举次 
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图 1  圆斑星鲽 sox9 基因核苷酸序列 
Fig.1  The nucleotide sequence of the sox9 gene in spotted halibut 

大写字母：编码区；小写字母：非编码区 
Uppercase letters: Coding regions; Lowercase letters: Untranslated regions (UTR) 

 
数(bootstrap)1000 次，构建 NJ 分子系统进化树(图 3)。

进化树构建所用的 Sox9 蛋白的其他物种包括：    

人 (H. sapiens ， CAA86598.1) 、 原 鸡 (G. gallus ，

AAB09663.1)、鼠(M. musculus，NP_035578.3)、沼泽

鳄(Crocodylus palustris，ACU12296.1)、红鳍东方鲀

(T. rubripes，Sox9a：AAQ18507.1，Sox9b：AAQ18508.1)、

大菱鲆(S. maximus，ART89197.1)、牙鲆(P. olivaceus，

ACO40490.1)、斑马鱼(Barchydanio rerio，Sox9a：

AAG09814.1，Sox9b：AAG09815.1)、赤点石斑鱼    

(E. akaara，AAT77677.1)和青鳉(O. latipes，Sox9a：

NP_001098556.1，Sox9b：AAX62151.1)。从图 3 可

以看出，哺乳类(如人)、鸟类(如原鸡)和爬行类(如沼

泽鳄)的 Sox9 聚在了一起，圆斑星鲽 Sox9 与牙鲆、

青鳉等其他硬骨鱼类的 Sox9 聚在了一起。 
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图 2  鱼类 Sox9 蛋白序列比对分析 
Fig.2  Alignment analysis of Sox9 protein sequences of fishes 

人(H. sapiens, CAA86598.1)、原鸡(G. gallus, AAB09663.1)、鼠(M. musculus, NP_035578.3)、非洲爪蟾(X. laevis, NP_001084276.1)、

红鳍东方鲀(T. rubripes, Sox9a: AAQ18507.1, Sox9b: AAQ18508.1)、大菱鲆(S. maximus, ART89197.1)、牙鲆(P. olivaceus, 

ACO40490.1 )、赤点石斑鱼(E. akaara, AAT77677.1)和青鳉(O. latipes, Sox9a: NP_001098556.1, Sox9b: AAX62151.1) 
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图 3  多个物种 Sox9 蛋白序列的系统进化分析 
Fig.3  A neighbor-joining tree based on multiple Sox9 protein sequences 

人(H. sapiens, CAA86598.1)；原鸡(G. gallus, AAB09663.1)；鼠(M. musculus, NP_035578.3)； 

沼泽鳄(C. palustris, ACU12296.1)；红鳍东方鲀(T. rubripes, Sox9a: AAQ18507.1, Sox9b: AAQ18508.1)； 

大菱鲆(S. maximus, ART89197.1)；牙鲆(P. olivaceus, ACO40490.1)；斑马鱼(B. rerio, Sox9a: AAG09814.1, Sox9b: 

AAG09815.1)；赤点石斑鱼(E. akaara, AAT77677.1)；青鳉(O. latipes, Sox9a: NP_001098556.1, Sox9b: AAX62151.1) 

  
2.2  sox9 基因在成体各组织中的表达分析 

荧光定量 PCR 测定圆斑星鲽 sox9 基因在成体各

组织中的表达水平，结果显示，圆斑星鲽 sox9 mRNA

普遍存在于成体各组织中(脑、眼、鳃、心、肝、肠、

胆、精巢、卵巢、肾和肌肉)(图 4)。比较雌雄个体相

同组织的表达水平，可以发现 sox9 基因在鳃和性腺

组织中的表达显示出性别两相性差异(P<0.05)，雄鱼

的表达水平要显著高于雌鱼；比较不同组织的表达水

平，可以发现 sox9 基因在雌鱼鳃、脑和肠组织中表

达水平较高，在卵巢、肌肉、心和肾脏组织中表达水

平较低，在雄鱼鳃、脑和精巢组织中表达水平较高，

在肌肉、心和肾脏中表达水平较低。 

2.3  sox9 基因在仔鱼发育时期的表达分析 

荧光定量 PCR 测定圆斑星鲽 sox9 mRNA 在仔鱼

各发育时期的表达水平。结果显示，sox9 基因在仔鱼

20~50 日龄表达量逐渐下降，在 60 日龄表达量上升，

在 70 日龄之后表达量下降(图 5)。 

3  讨论 

本研究克隆了圆斑星鲽 sox9 基因，并通过 RACE

技术得到了 sox9 基因的全长。sox9 mRNA 全长为

3287 bp，编码 477 个氨基酸。将其蛋白序列与其他

物种 Sox9 蛋白序列进行比对，发现其 103~173 aa 为

高度保守的 HMG 结构域。利用已知物种的 Sox9 蛋 
 

 
 

图 4  sox9 基因在圆斑星鲽成鱼不同组织中表达的定量分析 
Fig.4  Quantitative analysis of the expression of sox9 gene 

in different tissues of adult spotted halibut 

1：脑；2：眼；3：鳃；4：心；5：肝；6：肠； 

7：胆；8：性腺；9：肾；10：肌肉 

a、b、c、d 表示组间具有显著性差异(P<0.05)， 

ce、cd、de 含相同字母表示组间差异不显著 
1: Brain; 2: Eye; 3: Gill; 4: Heart; 5: Liver; 6: Intestine;  

7: Gallbladder; 8: Gonad; 9: Kidney; 10: Muscle 
a, b, c, and d indicated the expression levels are significantly 
different among tissues (P<0.05), ce, cd and de which have 
one identical letter indicated the expression levels are not 

significantly different among tissues 
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图 5  sox9 基因在仔鱼发育时期表达的定量分析 
Fig.5  Quantitative analysis of the expression of sox9 gene 

in the larval developmental stages of spotted halibut 

 
白序列构建分子系统进化树，发现圆斑星鲽 Sox9 与

牙鲆等硬骨鱼类的 Sox9 聚在一起，说明 sox9 基因在

鱼类中是比较保守的。而且其与牙鲆 Sox9 在同一分

支，则说明二者亲缘关系最近。同时，通过系统进化

树可发现，在人、鼠和原鸡等较高等的脊椎动物中只

出现一种 sox9 基因，而在斑马鱼、青鳉和红鳍东方

鲀等鱼类中出现 2 种类型的 sox9 基因，即 sox9a 和

sox9b。斑马鱼的 Sox9a 和原鸡在同一分枝上，而斑

马鱼 Sox9b 却在另一分支，这说明斑马鱼 Sox9a 与鸟

类等较高等脊椎动物 Sox9 亲缘关系较近，功能也会

更相似，这一点与 Rodríguez-Marí 等(2005)的研究发

现相吻合。Rodríguez-Marí 等(2005)研究发现，斑马

鱼 sox9a 基因在精巢组织的 Sertoli 细胞中表达，而

sox9b 基因则在卵巢的卵母细胞中表达。我们在研究

中发现，圆斑星鲽也存在 2 种类型的 sox9 基因，但

只成功克隆出 1 种类型的 sox9 基因，因 sox9 亚型的

划分没有公认的标准，暂时将其命名为 sox9 基因。 

通过荧光定量 PCR 分析圆斑星鲽 sox9 基因在成

体各组织中的表达，发现其在圆斑星鲽成鱼的各组织

中都有不同程度的表达，这与牙鲆和许氏平鲉

(Sebastes schlegelii)sox9 基因的研究结果一致(文爱韵等, 

2011; 马丽曼, 2014)。sox9 在精巢中的表达量要显著

高于卵巢，显示出性别两相性差异，与裸盖鱼

(Anoplopoma fimbria) 、 点 带 石 斑 鱼 (Epinephelus 

coioides)、尼罗罗非鱼和斜带石斑鱼 (Epinephelus 

coioides)sox9 基因的表达情况一致(Smith et al, 2013; 
Luo et al, 2010; Kobayashi et al, 2008; Xia et al, 
2007)，说明 sox9 基因与雄性性别相关，推测 sox9 基

因可能参与了圆斑星鲽精巢发育过程。sox9 基因除在

精巢中表达最高，在鳃和脑组织中也有较高表达，说

明 sox9 在其他组织的发育过程中也发挥了作用。如

Dong 等(2011)发现，半滑舌鳎(Cynoglossus semaluevas) 

sox9a 基因在雄性的脑、垂体和性腺中的表达都显著

高于雌性，且 9 月龄的半滑舌鳎精巢中的表达量达到

峰值，在原肠胚期的表达量高于其他时期，说明 sox9a

基因对半滑舌鳎的脑-垂体-性腺轴及精原细胞的形成

起重要作用。青鳉 sox9b 基因的突变会导致雌性个体

出现雄性表型，可能与生殖细胞数目的减少相关，表

明在硬骨鱼类中可能具有新的功能，在生殖细胞系维

持和存活方面发挥了重要作用(李永婧等, 2017)。此

外，在斑马鱼、黄鳝 (Monopterus albus)和黄颡鱼

(Pelteobagrus fulvidraco)等鱼类中发现了 2 个 sox9 基

因(Rodríguez-Marí et al, 2005; Zhou et al, 2003; 俞菊

华等, 2005)。Rodríguez-Marí 等(2015)在斑马鱼中筛

选到 sox9a 和 sox9b 两个 sox9 基因。sox9a 在精巢和

脑等多个组织中表达，在卵巢中不表达；sox9b 仅在

卵巢中表达，在其他组织中不表达。而 Zhou 等(2003)

在黄鳝中发现 sox9a1 和 sox9a 两个基因，其在精巢、

卵巢和间性性腺(精卵巢)中都表达。这说明 sox9 基因

的 2 个分型的功能是不同的。Volff 等(2005)指出，在

硬骨鱼类中存在 2 种类型的 sox9 基因，也许是由鱼

类特有的基因组复制导致的。 

荧光定量 PCR 测定了圆斑星鲽 sox9 基因在仔鱼

各发育时期的表达水平，结果显示，sox9 基因在仔鱼

20~50 日龄表达量逐渐下降，而在 60 日龄时表达量

上升，这与许氏平鲉 sox9 基因在其仔鱼不同发育阶

段的表达模式相同，即在孵化后 5 d 和 10 d 表达量有

降低的趋势，15 d 和 25 d 的表达量逐渐上升，许氏

平鲉在孵化后约 25~35 d 性腺开始分化，因此，许氏

平鲉 sox9 基因在 25 日龄表达量达到较高的水平可能

与性腺的分化有关(马丽曼等, 2014)。圆斑星鲽性腺

分化的研究未见报道，而条斑星鲽(Verasper moseri)

在 60~70 日龄性腺开始分化(李忠红, 2009)，这与圆

斑星鲽 sox9 基因表达量上升的时间接近，因此，推

测表达量上升可能与幼鱼性腺分化有关。 
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Cloning and Expression of the sox9 Gene in Spotted  
Halibut (Verasper variegatus) 

ZHANG Lele1,2, BIAN Li2, CHANG Qing2, HOU Jilun3, CHEN Siqing2①
,  

ZHAO Qing1,2, LIU Kun1,2, GE Jianlong2, LIU Changlin2 
(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 

2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 3. Beidaihe Central 
Experiment Station, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qinhuangdao  066100) 

Abstract    Significant differences exist in the growth rate and body size of male and female spotted 

halibut (Verasper variegatus), with the females being significantly larger than the males. All-female 

cultivation can improve breeding efficiency. Studies investigating the mechanism of sex determination 

and features of sex differentiation may provide valuable information for all-female cultivation. In this 

study, we successfully identified the sox9 gene of spotted halibut. The total length is 3287 bp, including a 

1431 bp ORF, encoding 477 amino acids; the 5 UTR is 368 bp and the 3 UTR is 1488 bp. Polyadenylic 

acid tails and AATAAA caudal signals were identified in the 3 UTR. The expression of the sox9 gene 

differed in the brain, eye, gills, heart, liver, gallbladder, intestine, testis, ovary, kidney, and muscle in 

spotted halibut. Transcript levels were high in the gill, brain, and testis, and were significantly higher in 

the testis than in the other tissues. A two-phase gender difference was observed in the gonads; sox9 

expression was significantly higher in the testis than in the ovary, indicating that sox9 might be associated 

with male gonad development. The dynamic expression patterns of the sox9 gene in spotted halibut larvae 

gradually declined from 20 to 50 d after hatching, with a sudden rise observed after 60 d. This increased 

expression might be associated with differentiation of larval gonad. 

Key words    Verasper variegatus; sox9; Sex genes; mRNA expression 
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