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,

i n s u li n a n d 0 11 r e d o

w e r e o b t a i n e d f r o m S i g m a
.

G e n i s t e in
,

d a i d z e i n a n d

g l y e i t e in w e r e f or m S h a n g h a i T o n g t i a n C o m p a n y
.

A L P a e t iv i t y k i t w a s o b t a i n e d for m N a nj i n g

J i
a n e h e n g B io l o g ie a l E n g i n e e r i n g In s t i t u t e ,

m i e r o -

p r o t e in a s s a y k i t w a s f r o m B e
扣 t im e B io t e e h n o lo g y

.
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.

2 M e t h o d s

1 2
.

1 I s o la t i o n a n d e u l t u r e o f p r im a r y b o n e

M S C s T h e m o u s e b o n e M S C s w e r e o b扭i n e d f r o m
a d u lt K M m ie e ( 4 t o 6 w e e k s o ld ) u s i n g a m o d i f i e a -

t i o n o f t h e m e t h o d p r e v i o u sl y r e p o r t e d [ 11 ]
.

B r i e f l y
,

m i e e w e r e s a e r i f i e e d b y d e e a P i t a t i o n
.

F e m o r a a n d t ib
-

ia e w e r e a s e P t i e a l ly h a r v e s t e d
, a n d t h e w ho l e b o n e

m a r
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一

g a u g e n e e d le
.

T h e e e ll s w e r e e o ll e e t e d a n d

e u l t u r e d i n a e u l t u r e f l a s k
.

A l t e r i n e u b a t e d i n a

3 7 ℃
,

5 % COZ h u m id if ie d in e u b a t o r fo r 3 d a y s ,
t h e

on
n a d h e r e n t e e l l s w e r e r e m o v e d f or m t h e e u l t u r e s b y

g e n t l e a s p i r a t i o n a n d t h e m e d iu m r e P la e e d w it h f r e s h

D M E M
.

T h e n t h e m e d i u m w as e h a n g e d e v e r y 3 d a y s

i n a l l t h e e x P e r im e n t s
.

1
.

2
.

2 I s o l a t i o n a n d e u 1t u r e o f p r im a r y ma
r
or w os

-

t eo b l a s t s T h e m o u s e o s t e o b las t s w e r e i s o l a t e d m e -

e h a n i e a l l y f or m n e w b o r n rn i e e s k u ll u s i n g a m o d i f i e a -

t i o n o f t h e m e t h o d p r e vi o u s l y er p o r t e d [ 12 ]
.

B r ie n y
,

s k u ll w a s di s s e e t e d f or m K M m i e e , e n d o s t e u m a n d

P e r io s t e u m w e r e s t r iP P e d o f f
, a n d t h e b o n e w a s e u t

i n t o a p p or x im a t e l y l一 2 m mZ p i e e e s a n d d i g e s t e d w i t h

t r y p s i n ( 2
.

5 9 / L ) f o r 3 0 m i n t h e n w i t h e o l l a g e n a s e A

( 2
.

0 9 / L ) t w i e e w i t h e a e h t im e f o r l h
, a n d t h e c e l ls

w e r e e o l le e t e d a n d e u l t u r e d i n a e u l t u r e fl as k
.

A f t e r a

2 4 h i n e u b a t io n i n a s % C (〕2 h u m i d if i e d in e u b at o r ,
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T he n the m e d iu m wa s

e ha ng e de ve ry 3 da y s ina l l the e x pe r im e n t s
.

1
.

2
.

3 A s
a sy fo r bo neM SCS

a ndo ste o b1a st spo r l i王
-

e ra t io n T he Po r to e o l de e r s ibe d byM o sm a n n wa s

o f l lo we d w itho sm e m o d if ie a t io n s[ 13 ]
.

Br ie f xy
,

M s e s

( 3 又 10 6 c e l l s p e r w e ll ) a n d 。 s t e o b las t ( 10 4 c e l l s p e r

w e l l ) w e r e p la t e d in 9 6
一

w e l l c u l t u r e p la t e s a n d e u l
-

t u r e d o v e r n ig h t a t 3 7 ℃ i n a s % C O Z h u m i d i f i e d i n
-

e u b a t o r
.

G e n i s t e i n
,

d a id z e in
,

g ly e i t e i n a n d 17月
-

e s t r a d i o l w e r e t h e n a d d e d s e p a r a t e l y t o t h e w e l ls
.

C o n t or l w e l l s w e r e P r e P a r e d b y a d d i t i o n o f D M E M
.

W
e l l s e o n t a i n i n g D M E M w it h o u t e e l ls w e r e u s e d a s

b l a n k s
.

T h e p l a t e s w e r e i n e u b a t e d a t 3 7 ℃ i n a s %

C O Z i n e u b a t o r f o r 4 8 h
.

U Po n e o m P l e t i o n o f t h e i n e u -

b a t io n , s t o e k M T T d y e s o lu t i o n ( 2 0 拼L
,

5 m g /m L )

w a s a d d e d t o e a e h w e ll
.

fA t e r 4 h i n e u b a t i o n ,
t h e s u -

p e r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d D M S O ( 1 0 0 拼L / w e l l )

w a s a d d e d t o s o l u b i l i z e t h e M T T
.

T h e o p t i e a l d e n s i t y

o f e a e h w e l l w a s m e a s u r e d o n a m ie r o Pl a t e s P e e -

t or p h o t o m e t e r ( B i o R a d M o d e l 3 5 5 0
,

U S A ) a t a

w a v e l e n g t h o f 5 7 0 n m
.

T h e p or l if e r a t i o n r a t e w a s e a l
-

c u l a t e d a cco dr i飞 ot th e fo mr 血
:

(以几郡喇 / 〔犯蒯向
一

1 )

X 10 0 %
.

1
.

2
.

4 E f f e e t o f g e n i s t e i n
,

d a id z e i n a n d g l y e i t e i n o n

t h e o s t e o g e n i e d i f f e r e n t i a t i o n o f b o n e M S C s T h e

b o n e M S C S w e r e i s o la t e d a s a b o v e
.

M SC S ( 3 又

10 6 c e l l s p e r w e l l ) w e r e p一a t e d i n 4 5
一

w e zl c u zt u r e

p l a t e s , a f t e r b e i n g i n d u e e d b y o s t e o g e n i e s u p p l e m e n t

( 1 0
一 “ m o l / L d e x a m e t h a s o n e ,

5
.

0 m m o l / L 月
一

g l y e -

e
or p h o s p h a t e

,

5 0 拼g /m L a s e o br i e a e i d ) a n d t r e a t e d

w i t h g e n is t e i n
,

d a id z e i n
,

g ly e i t e in a n d 1 7月
一 e s t r a d i o l

a t f i n a l co n e e n t r a t i o n s o f l x 10
一 8 ,

5 丫 1 0
一 7 ,

1 只

r o
一 6 ,

5 x 1 0
一 6 ,

1 又 10
一 5 m o l / L f o r 7 d a y s

.

T h e

p l a t e s w e r e w a s h e d t h r i e e w i t h i e e 一 e o ld p B S a n d l y s e d

b y t w o e y e l e s o f f r e e z i n g a n d t h a w
.

A li q u o t s o f s u P e r -

n a t a n t s w e r e s u bj e e t e d t o A L P a e t iv i t y a n d P r o t e i n

c o n t e n t m e a s u r e m e n t s u s i n g a n A L P k i t a n d a m i e or
-

b r a d f o r d a s s a y k i t r e s P e e t i v e l y
.

T h e o s t e o g e n e s i s p or
-

m o t io n r a t e w a s e al e u l a t e d a e e o r d i n g t o t h e f o r nr u l a
:

( A L P a e t i v i t y t o a t己 / A L P a e t iv i t y
c o n t o l一 1 ) 火 1 0 0 %

.

1
.

2
.

5 E f f e e t o f g e n i s t e i n
,

d a i d z e in a n d g l y e it e i n o n

t h e a d ip o g e n i e d i f f e r e n t i a t i o n o f b o n e M S sC T h e

b o n e M S C s w e r e i s o l a t e d a s a b o v e
.

M S C S
( 3 X

10 6 。 e ll s p e r w e ll ) w e r e p l a t e d in 4 5
一

w e l l c u l t u r e

p l a t e s , a f t e r b e in g i n d u e e d b y a d i p o g e n ie s u P P l e m e n t

( 10 拼g / m L i n s u l i n
,

1 0
一 7 m o l / L d e x t h a m e t h o n e )

t h e y w e r e t r e a t e d w i t h g e n is t e i n
,

d a id z e i n
,

g l y e i t e i n

a n d 1 7
一 e s t r a d i o l a t f i n a l e o n e e n t r a t i o n s o f l 火 1 0

一 8 ,

5 只 10
一 7 ,

1 x 10
一 6 ,

5 又 10 一 “ ,

1 x 1 0
一 5 m o l / L f o r

14 d a y s
.

F a t d or p l e t s w it h i n d i ft e r e n t i a t e d a d i p o e y t e s

f r o m M S C s w e r e o b s e
vr

e d u s i n g t h e 0 11 r e d 0 s t a in in g

m e t h o d d e s e r ib e d b y S e k i y a e t a l
.

w i t h s o m e m o d if i
-

e a t i o n [ 14〕
.

B r i e f l y
,

e e l l m o n o l a y e r s w e r e f i x e d i n 4 %

f o rm a l d e h y d e ,

w a s h e d i n w a t e r a n d s t a i n e d w it h a

0
.

6 % 0 11 r e d 0 S o l u t io n ( 6 0 % i s o p or p a n o l
,

4 0 % w a -

t e r ) f o r 15 m i n a t r o o m t e m p e r a t u r e
.

F o r q u a n t i f i e a -

t io n o f a d i p o g e n e s is
, e e l l m o n o l a y e r s w e r e t h e n

w a s h e d e x t e n s i v e l y w it h w a t e r t o r e m o v e u n b o u n d

d y e ,
t h e n 1 m L of i so p r o P y l a l e o

ho l w a s
ad d e d t o t h e

s t a in e d e u l t u r e d i s h
.

fA t e r 5 m i n u t e s ,
t h e ab s o r b a n e e

o f t h e e x t r a e t w a s a s s a y e d b y a s P e e t r o P h o t o m e t e r a t

5 1 0 n m
.

T h e a d i p o g e n i e i n h i b i t i o n r a t e w a s e a l e u l a t e d

a e e o r d i n g t o t h e f o r m u l a
:

( 1
~

0 1 )tr o t “ / 0 1〕co n t r ol ) X

1 0 0 %
.

1
.

2
.

6 E f f e e t o f g e n i s t e i n
,

d a i d z e i n a n d g l y e i t e i n o n

t h e a d i P o g e n i e t r a n s 一

d i f f e r e n t i a t io n o f o s t e o b l a s t s

T h e m o u s e o s t e o b la s t s w e r e i s o l a t e d a s a b o v e
.

0 5 -

t e o b l a s t s ( 1 0 4 c el l s p e r w e l l ) w e r e p l a t e d i n 4 5
一

w e l l

e u l t u r e P la t e s , a f t e r b e in g i n d u e e d b y a d iP o g e n i e s u P
-

p le m e n t ( 1 0 u g /m L I n s u l in
,

10
一 7 m o l / L d e x -

t h a m e t h o n e ) t h e y w e r e t r e a t e d w i t h g e n is t e i n
,

d a i d z e in
,

g ly e i t e i n a n d 17月
一 e s t r a d io l a t f i n a l e o n e e n -

t r a t io n s o f 1 X 1 0
一 8 ,

5 又 1 0
一 7 ,

1 x 1 0
一 6 ,

s x

1 0
一 “ m o l / L f o : 9 d a y s

.

T h e a d i p o g e n ic t r a n s 一 d if f e r -

e n t ia t io n o f o s t e o b las t s w a s q u a n t if ie a t e d a s a b o v e
.

T h e a d i p o g e n ie t r a n s 一 d i f f e r e n t i a t io n in h ib i t i o n r a t e

w a s e a l e u l a t e d a e e o r d i n g t o t h e f o r m u la
:

( 1
一

O D , r e a t e d /

O D
e

on t olr ) 火 10 0%
.

1
.

2
.

7 S t a t i s t i e a l a n a l y s e s D a t a w e r e e x p r e s s e d

a s m e a n s 土 S D o f a t l e a s t t h r e e s e P a r a t e e x P e r im e n t s
.

T h e s t a t i s t ie a l d i f f e r e n e e s w e r e a n a l y z e d u s i n g S P S S
’

t
一
t e s t

.

P v a lu e s l e s s t h a n 0
.

0 5 w e r e e o n s i d e r e d t o b e

s t a t i s t i e a l s ig n i f i e a n e e
.

2 R e s ll l t S

2
.

1 E f f e e t o f g e n is t e i n
,

d a i d z e i n a n d g l y e i t e i n o n

t h e M S C s P or li f e r a t io n

T h e e f f e e t o f g e n i s t e i n
,

d a i d z e i n a n d g l y e i t e in o n

t h e M S C s p r o l i f e ar t i o n 15 s h o w n i n F i g
.

1
.

D a id z e i n

h a s
on

e f f e e t o n t h e M S C s P or l if e r a t i o n a t e o n e e n t r a -

t i o n s o f l 大 r o
一 8 ,

1 x 1 0
一 6 ,

5 x 10
一 6 a n d l x

1 0
一 s m o l / L (尸 ) 0

.

0 5 )
,

b u t i t p or m o t e S M S C S p or
-

li f e r a t io n a t c o n e e n t r a t io n o f 5 x 10
一 7 m o l / L (尸 <

0
.

0 5 )
.

G e n is t e i n a n d g ly e i t e i n ( 1 只 10
一 8
一 l x

1 0
一 s m o l / L ) p r o m o t e M S e s p r o li f e r a t i o n ( p <

0
.

0 1 )
.

M o r e o v e r ,
t h e e f f e e t o f 17

一 e s t r a d i o l o n t h e

M S C s P or l i f e r a t i o n 15 g r e a t e r t h a n t h a t o f g e n i s t e i n
,

d a i d z e i n a n d g ly e it e i n
.
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1 1 20 0 5

2
.

3 Ef f e et of g en i st e in ,

da i d z e i n a n d g l y e i t e i n o n

t h e o s t e o g e n ie d i ff e r e n t ia t i o n o f M S C s

F ig
.

1

oC cn e nt art i o n
( 火 10

一 6

mo l / L )

E f f e e t o f g en i s t e i n ,

d ia dz
e i n an d g ly e i t e i n o n t h e M S C s

p or li f e r a t io n

g or u P , n =

(
并

P > 0
.

0 5
, ` 朴

P ( 0
.

0 5
, “ 各 “

P ( 0
.

0 1 vs co n t or l

4 )

2
.

2 E f f e e t o f g e n i s t e i n
,

d a id z e i n a n d g l y e i t e i n o n

t h e o s t e o b las t s p or l if e r a t io n

T h e e f f e e t o f g e n is t e i n
,

d a id z e i n a n d g ly e it e i n o n

t h e o s t e o b l a s t s Por l if e r a t i o n 15 s h o w n i n F i g
.

2
.

G l y e it e i n h a d n o e f f e e t o n t h e o s t e o b l a s t s p or l if e r a t io n

a t C o n e e n t r a t io n o f s 又 10
一 “ m o l / L ( P ) 0

.

0 5 )
,

b u t

i t P or m o t e d o s t e o b la s t s P or l i f e r a t io n a t e o n e e n t r a t io sn
o f l 又 10

一 8 ,

5 x 10
一 7 ,

1 x 1 0
一 6 m o l/ L (尸 < 0

.

o x )
.

诀
n ist ie n a n d 面dez in ( 1 X 10

一 8
一 5 X 10

一 6

nor l/ L ) por
-

mot de os t eo b last
s p olr if e r a t

lon (尸 < 0
.

0 5
,

尸 < 0
.

0 1 )
.

I n a d d i t i o n ,
t h e p or l i f e r a t i o n r a t e r e a eh e d t h e m a x i

-

m a l v a lu e a t c o n e e n t r a t io n o f i 只 r o
一 8 m o l / L

,
t h e

p or l if e r a t io n r a t e 15 3 6 6 6%
,

4 7
.

2 6 % a n d 4 1
.

9 5 %

f o r g e n i s t e i n
,

g ly e i t e i n a n d d a i d z e i n r es P e e t iv e l y
.

N o[ r eo v e r

het
e f f e e t of t h e m ( 1 义 1 0

一 8
一 1 x 10

一 6

not l/

L ) on ost 印bals st p olr il e r a t
ion i n

caesesr
i n t h e s e q u e n e e

o f g l y e i t e in ) d a id z e i n ) g e n is t e i n ) 17
一 e s t r a d io l

.

E f f e e t o f g e n i s t e i n
,

d a i d z e i n a n d g l y e i t e i n o n t h e

o s t e o g e n ie d i ff e r e n t i a t io n o f M S C s 15 s h o w n in F ig
.

3
.

T h e r e s u l t s i n d ie a t e t h a t d a id z e i n a t t h e e o n e e n t r a -

t i o n s o f 1 x 10
一 8 ,

1 x 10
一 6 ,

5 x 1 0
一 6 a n d i 又

10
一 5 m o l / L h a s

on
e f f e e t o n t h e o s t eo g e n i c d i f f e r e n t i

-

a t io n o f M S C s ( P > 0
.

0 5 )
,

w h e r e a s it p or m o t e s 0 5 -

t e o g e n i e d if f e r e nt i a t io n o f M S C s a t e o n e e n t r a t i o n o f

5 x 1 0
一 7 m o l / L (尸 < 0

.

0 5 )
, a n d t h e p or m o t i o n : a t e

15 4 2
.

4 4 %
.

F o r g e n i s t e i n
,

it p or mo
t e s o s t e o g e n i e d i f

-

f e r e n t ia t io n o f M S C s a t e o n e e n t r a t i o n s o f 1 x 10
一 6

a n d 5 x 1 0
一 6 m o l / L (尸 < 0

.

0 5 )
, a n d t h e p or m o t i o n

r a t e 15 2 2
.

0 1% a n d 3 1
.

4 1 % r e s Pe e t iv e l y
,

b u t h a s
no

e f f e e t o n t h e o s t e o g e n i e di f f e r e n t i a t io n o f M S C s a t

o t h e r C o n e e n t r a t io n s ( P > 0
.

0 5 )
.

G ly e it e i n h a s n o e f
-

f e e t o n t h e o s t eo g e n i e d i f f e r e n t i a t io n o f M S C s a t e o n -

e e n t r a t i o n s o f l 火 1 0
一 “ a n d 1 x 1 0

一 5 nr o l/ L ( P )

0
.

0 5 )
,

b u t p r o m o t e s o s t e眼
e n ie d iff e r e n t i a t io n o f

M S C s i n a d o s e 一 d e p e n d e n t m a n n e r a t e o n e e n t r a t io n s

o f 5 x 10
一 7 ,

1 义 1 0
一 6 a n d s 只 20

一 “ m o l / L (尸 <

0
.

0 5 )
, a n d t h e p or m o t io n ar t e 15 3 7

.

7 0 %
,

4 9
.

5 4 %

a n d 6 7
.

9 3 % r e s p e e t iv e ly
.

F o r 1 7
一 e s t r a d io l

,

i t ( S X

10
一 7
一 1 x 10

一 5 m o l / L ) a l s o por mo
t s o s t e o g e in e d if

-

f e r e n t i a t io n o f M S sC ( P ( 0
.

0 5 )
, a n d por m o t i o n r a t e

r e a e h e s t h e m a x im a l v a lu e a t e o n e e n t r a t io n o f s 又

10
一 “ m o l / L

.

F ig
.

3
.

E f fe e t

t (义〕g e n i e di ff e r e
nt

o f g e n i s t e i n ,

d滋 ds e in an d

for 7 d盯 s (
资

g ly e i t e i n on
i a t i o ll of M S C s 尸 > 0

.

0 5

t h e 0 5
-

铃 书
P <

0
.

0 5 vs
con

t
olr

g or
u p , n 二 4 )

2
.

4 E f fe e t o f g e n i s t e i n
,

d a i d z e i n a n d g l y e i t e i n o n

t h e a d i Po g e n i e d i f f e r e n t i a t ion
o f M S C s

F ig
.

2
.

E ff ec t o f g e n is t e i n ,

d a i dz e in a n d 9 1界 i t e in on
t h e 0 5

-

t e o b la s t s por li fe r a t i o n (
誉

P ) 0
.

0 5
, 务 `

P ( 0
.

0 5
, ’ ` 任

P ( 0
.

0 1

vs 。 o n t r ol g or
u p , n = 4 )

.

E f f e c t

a d i P o g e n i e

o f g e n i s t e i n
,

d a i d z e i n a n d g l y e i t e i n o n

d if f e er n t ia t i o n o f M S C s 15 i l lu s t r a t e d

t h e

1 n

F i g
.

4
.

T h e r e s u lt s in d i e a t e t h a t b o t h d a i d z e i n a n d
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1 7 月
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