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大黄鱼性别特异SNP标记的开发与验证
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摘要：大黄鱼是我国养殖量最大的海水经济鱼类，其雌鱼生长显著快于雄鱼，但两性的
外部形态差异不明显，也没有异形性染色体，依靠传统方法无法对其活体准确进行生理
性别和遗传性别的判别与鉴定，需要开发性别特异的分子标记。本研究从2尾雌鱼和2尾
雄鱼、以及分别由50雌鱼与50尾雄鱼组成的2个混合样品的基因组重测序数据比较中筛
选与性别显著关联的SNP位点，对其中11个位点分别设计引物在15尾雌鱼和15尾雄鱼中
扩增出PCR产物进行Sanger测序验证，鉴定出1个与性别完全连锁的位点(SNP6，15尾雌
鱼均为纯合、15尾雄鱼均为杂合)。然后，设计等位基因特异性PCR引物，其中包括2条
雌性与雄性通用引物和1条雄性特异引物，在闽—粤东族与岱衢族大黄鱼合计近2 200个
个体中进行扩增，结果在全部雌鱼中都只扩增出1个348 bp的条带，而在全部雄鱼中还扩
增出1个194 bp的Y染色体特异条带，检出率达到100%。研究表明，大黄鱼属于XX♀-
XY♂类型的性别决定。本研究鉴定出一个雄性特异SNP标记，并建立了一种新的大黄鱼
遗传性别鉴定技术，为大黄鱼单性育种、基因组选择育种和性别决定分子机制研究提供
了重要的技术手段。
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大黄鱼(Larimichthys crocea)在分类上隶属于

鲈形目(Perciformes)、石首鱼科(Sciaenidae)、黄鱼

属(Larimichthys)，是我国当前养殖量最大的海水

鱼类，其生长存在明显的雌雄二态性，雌鱼生

长明显快于雄鱼，养殖全雌群体可以显著提高

养殖产量 [1-2]。大黄鱼雄鱼体型一般较为修长美

观，体色一般也较为鲜黄，在市场上可以获得

较高的售价，因而近年来也有部分养殖业者希

望养殖全雄大黄鱼。因此，开展性别控制育

种，培育全雌或全雄大黄鱼都具有很大的实践

意义。近几年来，随着分子生物学的发展，全

基因组选择等新兴分子育种技术在水产生物包

括大黄鱼上得到了应用 [3-4]。性别控制育种和基

因组选择育种中都需要准确判别亲本的遗传性

别，但大黄鱼雌鱼与雄鱼外形差异不明显，也

不存在异形性染色体，无法根据外部形态或组

织学观察判别大黄鱼的遗传性别，甚至无法准

确地判别其表型(生理)性别，亟需开发性别特异

的分子标记[5-9]。

性别特异分子标记可用于对生物的遗传性

别进行准确地识别，在性别控制育种和性别决

定分子机制等研究中有着十分重要的作用。因

此，鱼类性别特异分子标记的研究受到了鱼类

遗传育种研究者的广泛重视，已有许多鱼类找

到了性别相关的DNA分子标记，建立了以PCR为

基础的遗传性别鉴别技术。例如Wang等 [ 1 0 ]和

Dan[11]等利用扩增片段长度多态性(amplified frag-
ment length polymorphism, AFLP)与基因组步移测

序等技术在黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco)中分离

出分别与X和Y染色体连锁的多个DNA分子标
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记，并应用于XY与YY鱼的识别，极大地促进了

黄颡鱼全雄育种的进展 [12]；该团队在银鲫(Cara-
ssius auratus gibelio)[13]和乌苏里拟鲿(Pseudoba-
grus ussuriensis)[14]等鱼类上也开发出了性别特异

分子标记，促进了这些鱼类性别决定机制的研

究。陈松林等 [15-18]先后在半滑舌鳎(Cynoglossus
semilaevis)开发出多个性别特异的AFLP标记与

SSR标记并转化成SCAR标记，建立半滑舌鳎遗

传性别鉴定的PCR检测技术，为半滑舌鳎性别决

定机制的研究和性别控制奠定了重要基础。鉴

于性别特异分子标记的重要作用，国内多个实

验室曾先后采用RAPD、AFLP等技术开展了大黄

鱼性别特异分子标记分离的研究。本实验室

Ning等 [19]在构建大黄鱼AFLP标记遗传连锁图谱

时曾发现1个与雄性性别共分离的标记，但在通

过染色体步移获得了侧翼序列，将其转化为

SCAR标记后，却未能在该家系之外的雄性个体

中得到特异性扩增；之后本实验室又利用多种

限制性内切酶组合，设计了256个组合的AFLP选
择性扩增引物进行大黄鱼性别特异分子标记挖

掘，观察了2万多个AFLP扩增条带，仍未能找到

只在雄性或雌性大黄鱼中特异性扩增的分子标

记。苗亮 [20]曾进行大黄鱼性别特异AFLP标记的

筛选，但也未能获得成功。为此，本实验室利

用从转录组测序数据中挖掘的基因编码区SNP
(coding-region SNP, cSNP)标记绘制了大黄鱼高密

度遗传图谱[21]，利用该图谱通过连锁分析和全基

因组关联分析定位了大黄鱼的性别决定区域，

然后，通过仔细比较该区域所在连锁群 (染色

体)雌性和雄性大黄鱼DNA序列差异，在雄性大

黄鱼的基因组性别决定区域中发现了一个15 bp
的缺失和一些表现与性别显著相关 (雌性为纯

合、雄性为杂合)的SNP标记，并利用该15 bp的
缺失作为分子标记，成功建立了准确有效鉴定

大黄鱼遗传性别的方法[22]。然而，我们在利用该

分子标记对更多的个体进行遗传性别鉴定时，

发现存在部分个体难以获得正常扩增的情况。

显然，有必要开发多个不同的性别特异分子标

记以满足科学研究与育种实践的需要。为此，

本实验针对在雌雄大黄鱼基因组序列比对中发

现的部分与性别显著相关的SNP标记设计特异性

引物进行扩增验证，开发新的大黄鱼雄性性别

(Y染色体)特异分子标记，并建立了PCR的检测

技术。

1    材料与方法

1.1    实验标本的来源

实验所用的大黄鱼主要来源于福建省宁德

市金铃水产科技有限公司，为人工养殖的“闽—
粤东族”大黄鱼，部分个体来源于浙江省宁波市

海洋与渔业研究院从岱衢洋捕获的野生大黄鱼

繁育的后代，即“岱衢族”大黄鱼。用于标记开发

验证的全部个体均解剖观察记录其生理性别，

然后剪取其胸鳍用95%的酒精固定后，保存于

–20 °C冷库中。

1.2    DNA的提取

采用GENERAY公司的细胞 /组织基因组

DNA提取试剂盒提取大黄鱼DNA，用1.2%琼脂

糖凝胶电泳鉴定其完整性，用紫外分光光度计

测量其OD值，调整DNA浓度至50 ng/μL，于–20 °C
冻存待用。

1.3    性别相关SNP的挖掘

用于挖掘性别相关SNP的大黄鱼共104尾，

其中2尾雌鱼和2尾雄鱼 (分别称为雌1、雌2和
雄1、雄2，为用于构建遗传连锁图谱的家系亲

本)分别进行单个体全基因组重测序文库构建和

测序；另外100尾(50雌50雄，分别称为雌鱼混样

与雄鱼混样)每个个体取等量的DNA，按雌雄分

别混合构成2个混合样品进行重测序文库构建和

测序。上述建库和测序工作均由北京迈基诺基

因科技股份有限公司进行，文库插入片段大小

为300 bp，测序平台为Illumina HiSeq 2500，测序

模式100PE。测序获得的原始数据按标准的生物

信息学流程进行去接头、质量评估和过滤等处

理后，获得的clean reads比对到本实验室组装的

大黄鱼参考基因组(ENA登录号：PRJEB24300)，
进行SNP的挖掘。

1.4    性别相关SNP位点的PCR引物设计、扩增

与验证

从挖掘到的SNP中挑选11个与性别显著相关

(等位基因频率分布在雌鱼与雄鱼间存在极其显

著差异，表1)的位点作为候选SNP位点，根据其

侧翼序列用Primer 6软件设计普通PCR扩增引

物，分别用约30尾经解剖确认性别的大黄鱼(雌
雄各半)的基因组DNA为模板进行PCR扩增，扩
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增产物进行Sanger测序验证(深圳华大基因研究

院)，排除假阳性位点，针对初步验证确定的阳

性位点 (SNP6)，设计等位基因特异性扩增 (AS-

PCR)引物(图1)，用更多的大黄鱼个体进行扩增

验证。全部引物合成均由北京六合华大基因科

技有限公司完成。

候选SNP位点的PCR扩增反应总体积25.0 μL，
其中包含大黄鱼基因组DNA 1.0 μL，正向引物和

反向引物各0.5 μL，Taq  DNA聚合酶0.25 μL，

10×PCR buffer 2.5 μL，dNTPs 2.0 μL，加超纯水

至25.0 μL。PCR扩增程序为94 °C预变性5 min；
94 °C变性30 s，参考Tm值下退火30 s，72 °C延伸

30 s，35个循环；最后再72 °C终延伸10 min。
以经解剖确认性别的大黄鱼基因组DNA为

模板进行AS-PCR特异性扩增，PCR反应体系

10.0 μL，其中模板DNA 1.0 μL，针对SNP6设计的

普通引物(6F-1、6R-1)和特异引物(6F-T)各0.2 μL，
Taq DNA聚合酶0.1 μL，10×PCR buffer 1.0 μL，

dNTP s 0.8 μL，加超纯水至10.0 μL。扩增程序为

94 °C预变性5 min； 94 °C变性30 s，62 °C退火30 s，
72 °C延伸30 s，35个循环；72 °C终延伸10 min。
扩增产物经1.2%琼脂糖凝胶电泳鉴定。

2    结果

2.1    性别相关SNP位点的筛选

3组雌雄大黄鱼基因组重测序数据经比对到

本实验室组装的大黄鱼参考基因组进行SNP挖

掘，在9号连锁群发现有一些SNP或小的插入/缺
失(in/del)位点，在雌鱼均为纯合或接近纯合(等

ATCTGTCAACCACTGTATCATCTG
ATCTGTCAACCACTGTATCATCTG

CTCAGCCAAACGCCATCC
CTCAGCCAAACGCCATCC

6F

6F-T

Y
X

Y
X

CATCCCCAGACCTCCACT
CATCCCCAGACCTCCACC

6R
 

图 1    SNP6标记引物设计示意图

Fig. 1    Schematic diagram of primer design for SNP6

表 1    大黄鱼6个重测序样本9号连锁群11个SNP位点的基因型

Tab. 1    Genotypes of 11 SNP loci in LG9 in 6 resequencing samples of Larimichthys crocea

标记位置

SNP locus
标记位点的等位基因

alleles
雌鱼混样

females mixed
雌1

female 1
雌2

female 2
雄鱼混样

males mixed
雄1

male 1
雄2

male 2

LG9_420449(SNP1) A/G 23/1 23/0 28/2 47/14 20/24 24/16

LG9_420489(SNP2) G/A 12/0 15/0 14/1 35/10 13/18 15/15

LG9_420490(SNP3) G/T 23/1 23/0 14/0 35/10 13/18 15/15

LG9_8977035(SNP4) C/T 2/20 0/23 0/22 43/16 32/12 30/10

LG9_9696264(SNP5) C/T 31/0 25/0 25/0 33/35 21/26 24/25

LG9_9698145(SNP6) C/T 30/0 18/0 23/0 28/40 22/17 36/22

LG9_22969822(SNP7) C/A 23/3 19/1 27/0 42/33 26/24 10/24

LG9_23002060(SNP8) G/T 26/2 30/1 27/0 51/24 17/32 23/13

LG9_23783529(SNP9) C/G 29/3 16/0 22/3 34/18 23/18 25/21

LG9_23921422(SNP10) C/A 37/3 21/0 17/0 38/18 25/22 21/33

LG9_23921440(SNP11) A/G 36/1 19/0 18/0 30/23 28/22 21/33

注：大黄鱼6个重测序样本雌鱼混样(50尾雌鱼)、雄鱼混样(50尾雄鱼)为分别混合建库测序，雌1、雌2和雄1、雄2则为单个体测序

Notes：6 resequencing samples of large yellow croaker are females mixed (a mixed sample of 50 females), Males mixed (a mixed sample of 50 males),
Female 1 and 2 are a single female fish, Male 1 and 2 are a single male fish, respectively
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位基因分离比偏离1∶1的概率小于0.001)，雄鱼

则为杂合且2个等位基因支持的reads数的比例等

于或接近1∶1，其中11个位点的基因型及支持

2个等位基因的reads数量分布情况见表2。

2.2    性别相关SNP位点的验证

以上述11个位点作为候选位点，分别设计

引物进行PCR扩增和Sanger测序验证，其中9个位

点在雌鱼中也出现不同程度的杂合或 /及在雄鱼

中出现纯合，SNP4位点在雄鱼中还出现了GG与

TT 2种纯合子，SNP7位点在雌鱼中存在4种不同

的基因型、在雄鱼中存在3种不同的基因型。只

有SNP5与SNP6位点的测序结果与二代测序结果

相一致，即用于验证的雌鱼在该位点全部为纯

合子、雄鱼全部为杂合子(表3，图2)。

2.3    SNP7特异性检测引物的开发与验证

基于上述Sanger测序验证的结果，设计了

6F-T作为特异性引物，与6F和6R相配合，以用

于Sanger测序的30尾大黄鱼的基因组DNA为模板

进行扩增，结果在15尾雌鱼均只扩增出1个348 bp
条带，在15尾雄鱼中除了348 bp条带外，同时扩

增出1个194 bp的条带。为了进一步验证SNP6位
点作为大黄鱼性别特异分子标记的可靠性，以

另外48尾经解剖确认性腺性别(24雌24雄)的大黄

鱼DNA为模板进行PCR扩增，结果显示，该位点

在大黄鱼雌鱼与雄鱼之间的差异明显，是稳定

的雌雄差异位点(图3)。之后，我们在进行大黄

鱼基因组选择育种等实验中，将该标记与此前

本实验室Lin等 [22]报道的雄性大黄鱼特异分子标

记一起用于合计2 137尾候选亲本或实验标本(其
中包括11尾来自宁波市海洋与渔业研究院的“甬
岱1号”岱衢族大黄鱼幼鱼)的遗传性别鉴定，全

部个体用SNP6引物都获得良好的扩增，能检测

到清晰的预期电泳条带；除了有 13个个体用

Lin等 [22]报道的标记引物没有扩增成功、难以进

行性别判别外，其余个体两者检测获得的结果

完全一致。SNP5因附近存在其他变异位点，难

以设计等位基因特异性检测引物，故其是否为

稳定的雌雄差异位点可用作遗传性别鉴定的分

子标记，本研究中未作进一步验证。

3    讨论

大黄鱼是我国重要的海水养殖鱼类，其雌

性与雄性存在生长和经济价值的二态性，性别

控制育种实践及性别决定与发育的分子遗传基

础研究均需要灵敏可靠的遗传性别鉴定技术。

本实验通过对3组雌雄大黄鱼基因组重测序数据

进行仔细比对，在dmrt1基因所在的9号连锁群找

到了一批在两性之间差异显著的SNP位点，经验

证证实其中LG9_9698145位点为可真实遗传的、

表 2    11个候选位点的Sanger测序验证结果

Tab. 2    Sanger sequencing verification results of 11 candidate loci

位点

locus
预期基因型

expected genotypes

雌鱼　female 雄鱼　male

杂合　heterozygotes 纯合　homozygotes 杂合　heterozygotes 纯合　homozygotes

SNP1 A/A或A/G 0                       4 0        8

SNP2 G/G或G/A 0                       4 1        7

SNP3 G/G或G/T 3                       1 4        4

SNP4 G/G或G/T 2                       15 8        GG∶TT=5∶5

SNP5 C/C或C/T 0                       17 17        0

SNP6 C/C或C/T 0                       15 15        0

SNP7 C/C或C/A 1                       CC∶AA∶TT=4∶9∶1 1        CC∶AA=12∶2

SNP8 C/C或C/G 4                       14 6        13

SNP9 C/C或C/T 6                       7 6        2

SNP10 C/C或C/A 1                       14 10        5

SNP11 A/A或A/G 1                       14 10        5
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雌雄之间稳定的差异位点，为大黄鱼性别控制

育种和相关的遗传学基础研究提供了有用的技

术手段。

雌雄个体之间存在稳定差异的SNP标记在其

他鱼类也曾见过报道。例如Kamiya等 [23]与Mat-
sunaga等 [24]分别在红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)

雌鱼 female 雄鱼 male 

  

.40 .40

150

 
图 2    30尾大黄鱼SNP6位点测序峰图(图中红色箭头处为SNP6位点)

Fig. 2    Sequence map of SNP6 of 30 Larimichthys crocea (SNP6 indicated by red arrow)

表 3    本实验中使用的PCR引物序列及退火温度

Tab. 3    Primer sequences and annealing temperatures for PCR used in this study

SNP位置及编号

SNP location and No.
引物名

primer name
引物序列

primer sequences
退火温度/°C

annealing temperature
LG9_420449 (SNP1)
LG9_420489 (SNP2)
LG9_420490 (SNP3)

1/2/3F 1/2/3R 5′- GCCTCCAGCACCTTCTTCA-3′
5′- GCAGTGAGAGTGTCGTCGT-3′

58

LG9_8977035 (SNP4) 4F 5′-GCGGGTTGAGGCTGTGTTT-3′ 57

4R 5′-TGGCAGATGTTAGTGGCAGTC-3′

LG9_9696264 (SNP5) 5F 5′-GCATTTCCTCGTTCGTTATTCAG-3′ 60

5R 5′-CCGCTCTTACCGTTCACAATC-3′

LG9_9698145 (SNP6) 6F 5′-ATCTGTCAACCACTGTATCATCTG-3′ 62

6R 5′-GGATGGCGTTTGGCTGAG-3′

6F-T 5′-CATCCCCAGACCTCCACT-3′

LG9_22969822(SNP7) 7F 5′-TACCCGTAAGGCACTTTGGTT-3′ 56

7R 5′-CCTGGTCAGATCCAACTATCCATC-3′

LG9 23002060 (SNP8) 8F 5′-ACATGATGCTGGCTAACATTGC-3′ 56

8R 5′-ACTTTGACGCTGACGAAACTC-3′

LG9_23783529(SNP9) 9F 5′-CTCTCGTTCTATCTTTGTCTCTGC-3′ 57

9R 5′-TACTGAATCTTACTTGTCGCTGGC-3′

LG9_2392149(SNP10)
LG9_23921440(SNP1)

10/11F 5′-CAGAAGCACCAAGAGGATGTC-3′ 54

10/11R 5′-TGCACAGTACTTAGGTAAATGTA-3′
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与弓斑东方鲀(T. ocellatus) Y染色体的AmhyII基因

上发现了导致错义突变、与性别决定相关的SNP；
Li等 [25]在尼罗罗非鱼Y染色体Amhy基因上也发现

了一个对其雄性性别发育必不可缺的错义SNP。
本研究中发现的雄性特异SNP标记，经比对到大

黄鱼参考基因组并查找相关序列的注释信息，

发现其位于dmrt1基因上游约5 kb的环指蛋白

(RING finger protein)基因的第2外显子上，与本实

验室Lin等 [22]报道的大黄鱼性别特异分子标记一

样处于QTL定位的性别决定区域内。本研究结果

进一步证明了大黄鱼是属于雄性异配、雌性同

配，即XX♀-XY♂型的性别决定机制，9号连锁群

就是大黄鱼的性染色体。推测该标记位点的存

在与大黄鱼性染色体分化之后，其性别决定区

域内同源染色体之间的交换受到抑制有关[26]。鉴

于该SNP始终表现与性别相连锁，而且其引起的

变异属于错义突变(密码子由cCc变成cTc，使该

环指蛋白第160位氨基酸由苯丙氨酸变为亮氨

酸)，其是否也与大黄鱼性别决定相关，值得加

以深入研究。

SNP标记的检测目前已发展出许多种方法，

如变性梯度凝胶电泳(denatured gradient gel electro-
phoresis, DGGE)、聚合酶链式反应—限制性片段

长度多态性法(cleaved amplification polymorphism
sequence-tagged sites, CAPs)以及Taq Man探针技术

等，还可以通过一代、二代测序来检测，但这些

方法操作繁琐，耗时较长，检测费用也较高[27-30]。

等位基因特异性PCR在完成引物开发后，只需通

过一次PCR反应和简单的凝胶电泳就能准确确定

所检测SNP位点的基因型 [31]，应用简单方便，费

用也低。本实验根据SNP位点两边侧翼序列情

况，综合考虑了实验时间和PCR扩增效果等方面

的因素后，经过优化，将四引物法简化成只使

用三条引物，所有待测个体都可以由共用引物

扩增得到348 bp的片段，起到阳性对照的作用，

而具有Y染色体的个体(遗传雄性)则还会出现一

个194 bp的特异片段，从而只通过一次PCR反应

就能准确鉴定出大黄鱼的遗传性别，既保持了

四引物法的优势，同时又方便了引物设计(减少

了一条引物，也减少了引物之间产生引物二聚

体的机会)，并节省了检测的成本。包括一代测

序验证的个体在内，本实验开发的引物已经用

于合计2 191尾大黄鱼的遗传性别鉴定，其中包

括闽—粤东族与岱衢族大黄鱼。实践证明，本

实验开发的引物在所有个体都获得清晰的扩增

条带，鉴定出的性别与解剖看到的性腺性别或

与用Lin等 [22]报道的标记鉴定的结果完全一致，

雌雄检出率达到100%；说明至少在当前养殖的

闽—粤东族与岱衢族大黄鱼中，该SNP标记与性

别相连锁。目前养殖的大黄鱼包括来源于福建

省宁德市官井洋海区的闽—粤东族和来源于浙

江省舟山海区的岱衢族大黄鱼，因此，本实验

开发的标记可以应用到当前所有养殖大黄鱼的

遗传性别鉴定。

本实验室叶坤、胡国良协助采集闽—粤东族

大黄鱼标本，王皕协助进行图表处理，本实验室研

究生王伟佳、韩兆方协助进行部分生物信息学的分

雄性　males

雌性　females

500 bp
348 bp

348 bp
194 bp

250 bp
100 bp

500 bp
250 bp
100 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
 

图 3    用SNP6位点特异引物对48尾大黄鱼基因组DNA扩增和电泳检测的结果

Fig. 3    Banding patterns of 24 females and 24 males large yellow croaker amplified from
genomic DNA by using specific primers of SNP6 locus

1334 水    产    学    报 42 卷

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


析工作；宁波市海洋与渔业研究院沈伟良提供岱衢

族大黄鱼标本，在此一并致谢。
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Development and validation of sex - specific SNP markers
in Larimichthys crocea

LIN Xiaoyu ,     XIAO Shijun ,     LI Wanbo ,     WANG Zhiyong *

(Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea, Ministry of Agriculture,
Fisheries College of Jimei University, Xiamen    361021, China)

Abstract: Larimichthys crocea is the largest cultured marine fish species in annual production in China. It shows
obvious sex-related dimorphism in growth, where females grow much faster than males. It is difficult to distin-
guish the gender of the L. crocea through morphological characters, and also it has no evolutionarily differential
sex chromosome. Currently, examination of the gonads after dissection is the most reliable way to distinguish the
phenotypic sex in this fish. Given that the traditional methods is unsuitable for the identification of phenotypic and
genetic sex, it is then necessary to develop sex-specific molecular markers, which is indispensable in sex-control
breeding and understanding the mechanism of sex determination in this species. In order to develop sex-specific
markers, sequencing data of short-insert libraries of 2 females and 2 males (30× coverage) and a pool of 50 fe-
males and a pool of 50 males (50× coverage) were utilized in this study. In brief, the raw sequencing reads were
cleaned by removing Illumina sequencing adapters, low-quality sequences. The cleaned reads were aligned to our
custom genome assembly (ENA accession no.: PRJEB24300) of the large yellow croaker using BWA, and the gen-
ome-wide SNPs were further called. We detected that 11 SNPs (hereafter referred as SNP 1~11) demonstrated ob-
vious difference in allele frequency between males and females through comparative genomic approach. We fur-
ther genotyped the 11 SNPs in 15 females and 15 males by PCR and Sanger sequencing, and found SNP 5 and
SNP 6 were homozygous in all females and heterozygous in all males, perfectly segregated between sexes. We
then devised an allelic-specific PCR (AS-PCR) based on SNP 6 for amplifying one band (348 bp) in females and
two bands (348 bp and 194 bp) in males, and genotyped near 2 200 L. crocea sampled from Fujian, Guangdong
and Zhejiang province. The genotyping result showed that all females were with the 348 bp band and all males
were with the extra 194 bp band besides the 348 bp band in the AS-PCR followed by electrophoresis assay, sug-
gesting 100% accuracy of the method in sex identification.
In conclusion, this study has detected and validated a male-specific (Y chromosome) SNP marker, and developed a
simple method to identify the genetic sex for the large yellow croaker through the AS-PCR followed by electro-
phoresis assay. The finding provides an indispensible technical basis for sex-control breeding practice, genomic se-
lection and the research on the molecular mechanism of sex determination in the L. crocea.
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