
辅酶Q（coenzyme Q，CoQ）是一种由苯醌环和类 异戊二烯链组成的脂质分子，广泛分布于所有真核

细胞的细胞膜中。异戊二烯的长度可因物种不同而

改变，6个异戊二烯形成酵母的辅酶Q6（CoQ6），8个
异戊二烯形成大肠杆菌中的辅酶Q8（CoQ8），10个
异戊二烯形成人类的CoQ10［1-2］。CoQ10可以接受
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［摘 要］ 目的：通过分析辅酶Q生物合成蛋白 4同系物（coenzyme Q biosynthesis protein 4 homolog ，COQ4）的编码基因Coq4
敲除（Coq4-/-）小鼠表型，探讨Coq4在小鼠胚胎发育中的作用。方法：引进Coq4基因全身杂合（Coq4+/-）小鼠模型，利用基因组

PCR鉴定小鼠基因型。观察并记录Coq4+/-小鼠后代出生情况；通过解剖、组织学和免疫荧光法，观察野生型（wild type，WT）和
Coq4 -/-胚胎和胎盘组织的形态结构。结果：Coq4-/-小鼠在胚胎日（embryonic day，E）7.5 d（E7.5）出现原肠胚形成障碍，于E10.5死
亡。组织形态分析显示，与WT相比，Coq4-/-小鼠胚胎发育严重迟缓，胎盘结构缺陷。免疫荧光染色分析发现，Coq4-/-小鼠胎盘滋

养层细胞侵袭能力减弱。结论：Coq4基因敲除导致小鼠发生胎盘缺陷和原肠胚形成障碍，Coq4为小鼠胚胎发育所必需的基因。
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［Abstract］ Objective：To elucidate the physiological functions of coenzyme Q biosynthesis protein 4 homolog（COQ4）in mammals
by using Coq4 knockout（Coq4-/- ）mice. Methods：Coq4 global heterozygous mouse models were introduced，and the different
genotypes of mice were detected by genomic PCR. The phenotypes，growth，reproduction of Coq4 +/- mice were observed and recorded.
The morphology and structure of embryonic and placental tissues of wild type（WT）and Coq4-/- mice were studied by anatomic and
histological analyses as well as immunofluorescence assay. Results：Coq4-/- mice exhibited an impaired gastrulation on embryonic day
（E）7.5（E7.5）and were died on E10.5. Morphological analysis showed severely retarded embryonic development with obvious defective
placental structures in Coq4-/- mice，compared with the WT mice. Immunofluorescence analysis revealed that trophoblast cell invasion
was diminished in the placenta of Goq4-/- mice. Conclusion：Knockout of Coq4 gene leads to impaired placenta and gastrula formation
in mice. Coq4 is essential for embryonic development.
［Key word］ trophoblast cell；placenta；extra⁃embryonic ectoderm；gastrulation

［J Nanjing Med Univ，2024，44（04）：462⁃468］

［基金项目］ 国家重点研发计划专项（2019YFA0801601，
2018YFA0801100）；国家自然科学基金（32101018）；湖南省自

然科学基金（2023JJ30522）
∗通信作者（Corresponding author），E⁃mail：miao_jiang@usc.edu.cn

·基础研究·

南京医科大学学报（自然科学版）
Journal of Nanjing Medical University（Natural Sciences）

第44卷第4期
2024年4月··462



或提供电子或质子，并以氧化形式（泛醌）、还原形

式（泛喹啉、泛醇）和自由基中间体（泛半醌自由基）

存在。CoQ10作为线粒体电子传递链中关键的电子

载体，可以将复合体Ⅰ和复合体Ⅱ的电子转移到复

合体Ⅲ，是细胞生物能量供应必不可少的组成成

分。CoQ10还可以作为一种抗氧化剂参与连续的氧

化还原反应，调控细胞内的氧化还原平衡［3］。

辅酶Q生物合成蛋白4同系物（coenzyme Q bio⁃
synthesis protein 4 homolog ，COQ4）编码基因COQ4位

于人类9号染色体34.13位点上。COQ4在人体所有组

织中广泛表达，是CoQ10生物合成所必需的基因［4］，其

突变可以引起多种与CoQ10相关的线粒体疾病［5-7］。

胎盘在胎儿出生前起着至关重要的作用，其发

育缺陷会引起先兆子痫、胎儿生长受限、流产等多

种妊娠相关并发症［8-9］。在哺乳动物发育早期，囊胚

包含内细胞团（inner cell mass，ICM）和滋养外胚层

（trophectoderm，TE）［10］。ICM分化形成外胚层和原

始内胚层，产生胚胎和胚外组织。TE进一步发育成

为极滋养外胚层（polar trophectodermal，pTE）和壁滋

养外胚层（mural trophectodermal，mTE）。囊胚在植入

子宫内膜后，于胚胎日（embryonic day，E）6.5 d（E6.5）
开始形成原肠胚，pTE形成胚外外胚层［11］。原肠胚

形成结束时胚外外胚层与胚外中胚层形成绒毛膜，

并通过胚外体腔与外胚层分离。E8.5时中胚层衍

生的尿囊附着并与绒毛膜基底层融合，经过绒毛膜

滋养层细胞的侵袭和分化，最终形成对母胎营养和

气体交换至关重要与功能完全的胎盘［12-13］。

据报道，COQ4的研究主要集中在人类患者上，

目前还没有哺乳动物小鼠体内的相关研究，并且

Coq4基因突变的具体致病机制仍未完全清楚。因

此为了研究Coq4的生理功能以及其缺失导致的致

病原因，本研究引进Coq4敲除小鼠模型，首次对其

表型进行研究。

1 材料和方法

1.1 材料

以C57BL/6为背景的 Coq4全身杂合突变小鼠

（Coq4 +/-）分别从江苏省集萃药康生物有限公司

（B6/JGpt⁃Coq4em2Cd3877/Gpt）和剑桥⁃苏大基因组资源中

心［C57BL/6N⁃Coq4tm1a（EUCOMM）Wtsi/Cmsu］获得（图1）。这

两种来源的 Coq4 +/-小鼠分别杂交形成 Coq4纯合

（Coq4-/-）胚胎和野生型（wild type，WT）胚胎基因一致。

本研究所用动物均按照《南华大学小鼠福利和伦

理条例》分笼饲养，喂养条件参照本课题组文献［14］，
具体为24 h明暗交替（明，8：00—20：00；暗，20：00—
8：00），环境温度（23±2）℃，相对湿度55％~60％，自

由饮食进水，定期更换垫料补充饲料以及饮水。

1.2 方法

1.2.1 杂交后代统计

采用江苏省集萃药康生物有限公司Coq4+/-小鼠

（12只）以及剑桥⁃苏大基因组资源中心Coq4+/-小鼠

（8只）作为F0代进行配繁，对出生1周龄的F1代小

鼠标记，并进行杂交后代概率统计并记录。

1.2.2 基因型鉴定

剪取 0.2 cm胚胎组织提取 gDNA，进行 PCR分

析（P112-01，南京 Vazyme公司）。使用引物序列

（Coq4⁃WT⁃F：5′⁃CAGGATTCTCAGTTAGGGTATGT⁃
GC ⁃ 3′；Coq4 ⁃ WT ⁃ R：5′ ⁃ CACAACCTCTCCTAGC⁃
GATAAGGA⁃3′）从野生型等位基因中扩增685 bp的
条带。使用引物序列（Coq4⁃KO⁃F：5′⁃GTCAGCTTC⁃

A：The targeted disruption strategy of mouse constructed by CAM⁃SU GRC. B：The targeted disruption strategy of mouse constructed by GemPhar⁃
matech.

图1 小鼠Coq4基因的敲除策略

Figure 1 The strategy of the targeted disruption of the mouse Coq4 gene
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CGTGTAAGCTGAAG⁃ 3′；Coq4 ⁃KO ⁃R：5′ ⁃GATGT⁃
GACAAGCTCCCATTCTAACT⁃3′）从敲除的等位基

因中扩增 611 bp的条带。扩增程序：95 ℃ 5 min；
95℃ 30 s，57℃ 30 s，72℃ 30 s，32个循环；72℃ 7min。
1.2.3 组织切片及HE染色

采用江苏省集萃药康有限公司的 Coq4+/-雌雄

小鼠，以 2∶1的比例于前一天下午 6点左右放到同

一个鼠笼中，次日早晨进行检栓，并将见栓母鼠内

的胚胎记为 E0.5。分别在胚胎 E6.5（6 只）、E7.5
（8只）、E8.5（8只）、E9.5（8只）、E10.5（6只）、E11.5
（6只）取出母鼠子宫，剥离母体子宫外膜后，进行后

续组织学分析。将解剖好的组织放至4%多聚甲醛

中4 ℃过夜，脱水处理后包埋到石蜡中，并按一定方

向切片。切片平均厚度为7 μm，于清水中展片后黏

附于载玻片上，放至37 ℃烘箱烘干。

组织切片观察采用苏木素和伊红（hematoxylin
and eosin，HE）染色，首先在二甲苯中进行3次脱蜡，

然后用 100％→50%的乙醇进行梯度复水，苏木素

染色 2 min，氨水反蓝 30 s，接着又用 50％→90％的

乙醇进行脱水，伊红染色 3 min后使用 100%乙醇脱

水后，放入二甲苯中短暂浸泡，长期保存可以使用

中性树胶封片。

1.2.4 免疫荧光

对江苏省集萃药康生物有限公司来源繁育的6个
小鼠胚胎（WT 3个，Coq4-/- 3个）组织脱蜡，进行柠檬

酸钠抗原修复，PBS清洗 4次，免疫组化笔画圈，山

羊血清室温封闭 1 h，Tpbpa（稀释比例为 1∶500）一
抗 4 ℃过夜。第 2天取出恢复室温，PBS清洗 4次，

对应二抗（稀释比例为1∶200）室温孵育1 h，甘油封

片，放至-20 ℃冰箱等待拍片。

1.3 统计学方法

统计分析与统计图均采用Graphpad Prism 5进
行计算与制作，数据以均值±标准差（x ± s）表示，两

组数据的比较采用成组 t检验，P < 0.05为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 Coq4敲除小鼠的基因型鉴定

通过 PCR实验鉴定小鼠胚胎的基因型，WT胚
胎仅出现 1条分子量为 685 bp的条带，Coq4 -/-胚胎

仅出现1条611 bp的条带，Coq4+/-胚胎出现685 bp及
611 bp两个条带（图 2A）。根据条带出现情况可以

判断，346⁃2、346⁃4、346⁃6号小鼠胚胎的基因型为

Coq4+/+，346⁃3、346⁃5号小鼠胚胎的基因型是Coq4+/-，

346⁃1号小鼠胚胎的基因型是 Coq4-/-。为了检验

Coq4全敲小鼠模型的敲除效率，将WT和Coq4-/-小

鼠的胎盘进行RNA⁃seq。结果表明Coq4在WT小鼠

胎盘中有表达，而在同窝Coq4-/-小鼠的胎盘中没有

观察到Coq4的表达（图 2B），这证明Coq4全身敲除

小鼠模型成功构建。

2.2 Coq4敲除小鼠胚胎胎盘发育严重迟缓

对Coq4+/-小鼠杂交后代进行基因型概率统计，

发 现 F0 代 亲 本 产 生 的 F1 代 小 鼠 3 种 基 因

型+/+、+/-、-/-的比值约为1∶2∶0，即未能从F1代鉴

定出Coq4-/-基因型幼鼠，表明Coq4-/-小鼠在出生前

已经死亡（表1）。
为了确定胚胎死亡的具体时间，对怀孕小鼠不

同时期的胚胎进行解剖和基因分型。发现自E7.5
原肠胚形成时期，Coq4-/-外胎盘椎（ectoplacental
cone，epc）面积明显减少（图3A~C），胚胎大小与WT
小鼠胚胎相比差异显著（图3D~F）。

WT小鼠胚胎E8.5时原肠胚形成结束，E9.5时
胚胎回转，绒毛膜尿囊形成（图 4D）。与之相比，

Coq4-/-组胚胎结构异常。呈现出与E8.5胚胎大小基

本一致的表型（图4E、F、图3K、L），且Coq4 -/-小鼠胎

盘出现了明显缺陷（图4B、C）。
E10.5 WT小鼠胚胎各器官开始形成，胎盘发育

也趋近完整（图4G、J）。Coq4-/-胚胎出现明显器官发

育障碍，形态维持在原肠形成时期（图 4K、L），胎盘

缺失明显（图4H、I）。
同时将小鼠E7.5至E10.5胚胎连母体蜕膜同时
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图2 小鼠基因型鉴定

Figure 2 Mouse genotype identification
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A，G：Scintigraphy of WT placenta（A：×63；G：×25）.D，J：Scintigraphy of WT embryo（D：×63；J：×25）.B，C，H，I：Scintigraphy of Coq4-/- placenta

（×63）.E，F，K，L：Scintigraphy of Coq4-/- embryo（×63）.
图3 E7.5及E8.5时WT组和Coq4-/-组胚胎组织的形态学分析

Figure 3 Morphological analysis of embroynic tissues in WT group and Coq4 -/- group at E7.5 and E8.5

固定、切片并用HE染色对胚胎进行进一步组织学观

察。结果显示，E7.5 Coq4-/-胚胎在胚外外胚层以及胚

胎胚层还未分化的阶段开始出现异常（图 5B、C）。
Coq4-/-胚胎于E8.5和E9.5才逐渐出现绒毛膜板、尿囊

等E7.5 WT型胚胎出现的发育结构（图5E、F、H、I）。
E10.5和E11.5 Coq4-/-胚胎组织几乎不可见，并且组织

明显破碎（图5K、L、N、O）。上述结果表明Coq4-/-胚胎

出现严重的发育迟缓。

接着本研究重点对 E8.5 之前的胚胎进行观

察。在E6.5阶段，正常胚胎开始进行原肠胚形成，

胚胎显示出良好的胚外外胚层、胚胎外胚层和内

胚层结构，此时 Coq4-/-胚胎也表现出相同的结构

（图 6A、B）。E7.5时WT胚胎内胚层、中胚层、外胚

层 3层结构建立，并伴随着出现胎盘外腔、胚外体

腔、羊膜腔 3个特征性腔。此外，来源于胚外外胚

层的绒毛膜结构也随之出现。然而在这个阶段，

尽管Coq4-/-胚胎确实显示出胚胎的 3层结构，但胚

外结构变形，绒毛膜板、胚外体腔、胎盘外腔均发

育异常，epc区域也显著减少（图 6C、D）。
综上所述，Coq4-/-胚胎在原肠胚形成阶段发育

停滞，并在器官形成阶段死亡。组织形态学观察结

果表明Coq4基因对小鼠早期胚胎的发育至关重要。

2.3 Coq4敲除小鼠滋养层细胞侵袭能力减弱

为了进一步表征Coq4-/-胚胎的形态缺陷，使用

滋养层细胞特异性标志物Tpbpa对E8.5胚胎的切片

进行免疫荧光染色。Tpbpa在 epc中表达，然后延伸

到海绵滋养层细胞中。E8.5时HE结果显示 8个胚

胎中有2个胚胎异常发育，免疫荧光结果显示WT胚
胎中Tpbpa阳性细胞主要定位于epc上。相比之下，

Coq4-/-胚胎的Tpbpa阳性细胞表达量明显减少，且不

均匀地散布于胚胎周围（图 7A、B）。这一结果再次

表明Coq4敲除导致小鼠胎盘发育不良。

3 讨 论

本研究证明了Coq4在小鼠早期胚胎发育过程

中发挥着重要作用，完全的Coq4基因缺失导致绒毛

表1 Coq4+/-小鼠杂交后代各基因型概率统计

Table 1 Genotypic frequency of progeny from Coq4 +/-

mice intercrosses
Genotype
Coq4+/+

Coq4+/-

Coq4-/-

Total

Number
052
121
000
0173

Percentage（%）

030
070
000
100
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A，D，G，J，M：WT whole embryo diagram at E7.5-E11.5 by HE staining（A，D，G：×25；J，M：×20）.B，C，E，F，H，I，K，L，N，O：Coq4-/- whole em⁃

bryo diagram at E7.5-E11.5 by HE staining（×200）.
图5 HE染色观察WT组和Coq4-/-组的小鼠胚胎

Figure 5 Observation of embryos in the WT group and Coq4-/- group by HE staining
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A，G：Scintigraphy of WT placenta. D，J：Scintigraphy of WT embryo. B，C，H，I：Scintigraphy of Coq4-/- placenta. E，F，K，L：Scintigraphy of Coq4-/-

embryo.
图4 E9.5及E10.5时WT组和Coq4-/-组胎盘和胚胎的形态学分析

Figure 4 Morphological analysis of placenta and embryos in WT group and Coq4-/- group at E9.5 and E10.5
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A：Immunofluorescence image of Tpbpa in WT and Coq4-/- placenta at E8.5（×100）. B：Quantitication of Tpbpa area in the selected area，***P<0.001（n=6）.
图7 WT组和Coq4-/-组胎盘的免疫荧光分析

Figure 7 Immunofluorescence analysis of mouse embryos in the WT group and Coq4-/- group

膜板形成缺陷。组织学和细胞特异性标志物免疫

荧光染色结果进一步表明细胞增殖能力下降，滋养

层细胞浅层侵袭，胚胎早期生长迟缓和原肠胚形成

期胚胎致死。

笔者课题组早期研究发现 Coq4受到 SRCAP
重构复合物的直接调控，猜测 Coq4可能影响早期

胚胎心脏发育［15］。但本研究发现Coq4 ⁃/⁃小鼠胚胎于

E7.5原肠胚形成阶段就开始出现发育异常。基于

Perez⁃Garcia等［16］对数据库中胚胎致死的基因进

行大规模胎盘表型筛查分析的结果，猜测 Coq4敲

除后胎盘缺陷是导致小鼠胚胎发育性死亡的关键

因素。
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A：WT whole embryo diagram at E6.5 by HE staining（×200）. B：Coq4-/- whole embryo diagram at E6.5 by HE staining（×200）. C：WT whole
embryo diagram at E7.5 by HE staining（×100）. D：Coq4-/- whole embryo diagram at E7.5 by HE staining（×200）. E：A scintigraphy image of WT
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图6 HE染色观察E6.5和E7.5时WT组和Coq4-/-组胚胎

Figure 6 Observation of mouse embryos in the WT group and Coq4-/- group by HE staining at E6.5 and E7.5
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在人群中对Coq4基因突变家系进行调查也发

现，该基因突变可以引起致命的新生儿线粒体脑肌

病［17］。基于Coq4在早期胚胎发育中的表型及其缺

失在人类中会引起线粒体心脑病的现象［18］，Coq4全
敲小鼠的早期胚胎中可能存在线粒体功能或代谢

相关紊乱，导致Coq4全敲小鼠胚胎在原肠胚形成上

的缺陷。

Coq4基因主要参与CoQ10的生物合成，本研究

主要集中在小鼠Coq4基因缺失引起的胚胎发育表

型改变，但Coq4通过何种机制引起胚胎以及胎盘发

育障碍尚不明确。Coq4作为CoQ10合成的关键催

化酶，其基因缺失可能通过影响线粒体电子传递链

引起能量供应障碍。但有研究发现，胚胎植入后，

能量供应主要通过糖酵解［19-20］，CoQ10相关通路是

否是Coq4基因缺失引起胚胎致死的主要原因仍需深

入探讨。同时寻找Coq4具体作用机制也是下一步的

研究方向之一。综上所述，小鼠全身Coq4敲除后胎

盘和原肠胚形成障碍，Coq4为胚胎发育所必需。
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