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SIS DBM 
�	�������'( (Organic substance)  
Protein : 
Collgen type I, III, V  
Glycoprotein : 
Fibronectin  
  

�	��������'( (Inorganic substance)  
Calcium phosphate 
Magnesium 
Hydroxide 
Fluoride 
Sulfate 
 



 

SIS DBM 
Glycoaminoglycan : 
Heparin sulfate  
Hyaluronic acid  
Chondroitan sulfate A 
Dermatan sulfate  
Heparin 
Growth factor : 
Fibroblast growth factor-2 (FGF-2)  
Transforming growth factor-β (TGF-β) 
Vascular endothelial growth factor (VEGF) 
Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) 
Epidermal growth factor (EGF) 

�	�������'( (Organic substance)  
Protein : 
Collagen type I  
Phosphorylated glycoprotein : 
Osteopontin (bone sialoprotein 1) 
Bone sialoprotein 2 
Osteonectin 
Tetranectin 
Thrombospondin 
γ -Carboxyglutamic Acid : 
Osteocalcin 
Matrix Gla protein 
Glycosaminoglycan : 
Aggrecan 
Versican 
Decorin 
Biglycan 
Heparan sulfate 
Osteoglycan 
Fibromodolin 
Thrombomodulin 
Lumican 
Glycoprotein other : 
Fibrillin 
Vitronectin 
Tenascin 
Fibronectin 
Growth factor : 
Transforming growth factor-α, -β  
(TGF-α, -β) 
Platelet-derived growth factor (PDGF) 
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��"�����
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�
���7��4-�{	����� ��/           

��	
�� �	��7�
�,#& ��
��
����
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�	���,                
SIS "�� DBM 

4. �-#&�21
3�������������� SIS "�� DBM �	
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	��
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��           

�������
����
���(�	����/$���� 

 

 

SIS DBM 
 Fibroblast growth factor (FGF)  

Epidermal growth factor (EGF) 
Bone morphogenetic protein-2, -7  
 (BMP-2, -7) 
Insulin-like growth factor-I, -II (IGF-I, -II) 
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���%,� porcine small intestinal submucosa (SIS) 

���%,� demineralized bone matrix (DBM) 
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��
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21
3�
��"�����
���,%	 osteoblastic markers $%&�(��%�
���)�%&,	")���)0	                
� ��/
����
 ��,��.% reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

21
3�'���� DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �(�
���7��4�-�&�7��	�	���                   
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
  

21
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�� SIS �(�
��-�{	��)�%&,	")�����            
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���	��7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/
����
  

21
3������������	
��
���
�	����
��
�������
����
���(��� DBM, SIS                  
"�� DBM '��
�� SIS �	����/$����  

$�$�	���*
���$%&�
%&,����� 
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1. ���#&���#�$%&����	
��$�����)0	���#&���#�$%&'(�	
��$���������$%&,����       
"������"�(	,�����������	������#&���#��	��	��	 r 

2. '�������(������
����7�,��������(���#����,���������7����
��21
3���7�,     
��,�%
������,�#��#&��	��
���"�������,�	,�������(���	����
����7�,   
���,���������7"�����$�������%�"7��	$

��#&��
(�	�����(������
�� 

�J�I�	�
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1. Demineralized bone matrix �#� �	#��
����
$%&'(�	
����)����*�
�#�"�( 

2. Porcine small intestinal submucosa �#� ������������	����,#&��
'�������� $%&���$��      

����
���	 �,#&��
'�� ���	
�����	#��  "�����	'��	�
�����������
 

3. Periosteal derived cells �#� � ��/$%&",
���7�
�,#&��
��
����
 ���,��.%       
primary culture 

4. RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) �)0	��.%          

�����������/"���-�&�)����*��� DNA $%&���7�
��	"��$%&�)0	 mRNA             
�	����$���� ��,
�����������/ cDNA 7�
 mRNA ���,��	� �/        
reverse transcriptase "���71��-�&�)����* cDNA $%&������,)��
���,� PCR 

5. Osteoblastic differentiation ���,�1� 
����	
���7��4-�{	��)�%&,	")��
���� ��/�)�)0	� ��/�����
����
 (osteoblastic phenotype) 
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1. $�����$����1�������������� DBM "�� SIS �(�
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���� ��/��	
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�,#&��
��
����
 "��
���7��4-�{	��)�%&,	")��                     
���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/
����
 



 

2. $�����$����1�
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���,%	 osteoblastic markers $%&�(��%�
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���(                
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4. ������	���������$%& ���7�
��	��7�,�)-�{	�����
$�"$	 �-#&����
���
�	           
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����
3������
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�(� demineralized bone matrix (DBM) 
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���,%	 osteoblastic marker $%&�(��%�
���)�%&,	")���)0	          
� ��/
����
 ��,��.% RT-PCR ��(	 collagen type I, alkaline phosphatase,  

Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) 

21
3�'���� DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �(�
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/��	

���	��7�
�,#&��
��
����
 ���, Tryphan blue staining assay 
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3�'���� DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �(�
��-�{	��)�%&,	")������ ��/��	

���	��7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/
����
 (osteoblast differentiation)  

���,��.% alkaline phosphatase assay 
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���(��� DBM, SIS "�� DBM 
'��
�� SIS �	����/$���� (in vivo animal bioassay) 
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���
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3,/ "���*�
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2. "��� � �
�� ��� ��� � � � � � 
� � �� 7� , "�� � �
�� �"�������,� 	,��                      
�����(������
����7�,���"
(�������������
����7�,$��
���
���,#&��
��
����
    
7�
�������������
����7�, 

3. �
������,(���,#&��
��
����
7�
�������������
����7�,$%&���#&�,�	,�������(��
����
����7�, 

4. ���%,� demineralized bone matrix "�� porcine small intestinal 
submucosa 

5. ",
� ��/��	
�� �	��7�
�,#&��
��
����
$%& ��� ���7�
��������������( ��
����
����7�, 

6. 21
3�'���� DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �(�
���7��4�-�&�7��	�	           
� ��/��	
���	�� '��(�
��-�{	��)�%&,	")���)0	� ��/
����
 "��'��(�       

��"�����
 osteoblastic markers $%&�(��%�
���)�%&,	")���)0	� ��/
����
 

7. 21
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���
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��            
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����7�, "��	����	�'���	��7�, 
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�����M����VWX� 

���Y��Z��( (Stem cells) 

������ ��/ ��#� � ��/��	
���	���)0	� ��/$%&�%�
*������-��23�	
��"�(����                   
����)0	� ��/����	#���,#&��	���(�� r �	�(��
�,���  ��,,�����%�����������	
��"�(�             
����������)0	� ��/��	
���	�����#�	�������,  -����7�
����(�	��,� blastocyst "���	�	#���,#&�     
$%&��������, ��(	 ��#�� ��
����
 ��		���	� '���	�� �)0	��	 ������ ��/������7��"	
��� 3 �	�� 
�#� �	��$%& 1 totipotent stem cell �#� ������ ��/$%&�%2�
,6�-����	
�������� ��/�	���(�� r $���
�(��
�,-�����	��,� zygote �	��$%& 2 pluripotent stem cell �#� ������ ��/$%&�%             
2�
,6�-�	
�������� ��/�	���(�� r ���	��,
�(���,� totipotent "�(
�,�������������         
� ��/�(�� r �	�(��
�,�����
��, -�����	��,� blastocyst ��#���������%,
�%
�,(���(�  
embryonic stem cell "���	��$%& 3 multipotent stem cell �#� ������ ��/$%&�%2�
,6�-             
�	
�������� ��/����	��,
�(� pluripotent  ��,��
��
"�(�����)0	� ��/7���-�� -����           
�	� ��/�	���(�� r  ��#���7��%,
�(� adult stem cell 

������ ��/"�(����"��(�$%&����)0	 2 �	��  �#�  

1. Embryonic stem cell (������ ��/7�
����(�	�	
3,/) �#� ������ ��/                        
$%&�
���(�	��� inner cell mass 7�
����(�	����	
3,/��#�����/$%&,���,�(�	���6/�	��,�                     
blastocyst  1&��%��
3*�-��23 �#� � ��/������"�(���������
�������,$%&,����(����)�%&,	                  
")���)�)0	� ��/�	���#&	 r (self renewal) ��#&�	����� embryonic stem cell �)�-����%�,�                     
7�������"�(�������$��� 3 ���	��� embryonic germ layer (pluripotency) "�������7�
                   
�(��
(�	��#�����(��
��p�������� embryos  

2.  Adult stem cell (������ ��/7�
�	#���,#&�$%&��������,) �#� ������ ��/                       
$%& �
��7�
�	#���,#&�$%&��������, ��(	 7�
��
����
 ��#�� '���	�� ��		���	� �,#&��
��
����
                      
�)0	��	   1& ��%�� 
3*�-� �23 �#�  � ��/������"�( ��� � ��� ����,(���(� �	#& ��  ��,$%& ,� �                    
��(����)�%&,	")���)�)0	� ��/�	���#&	 r (self renewal) ������ ��/	%� ��(�(�7�"�(����           
�,(���������� ��/7������%�(�	$%& �)0	������ ��/�����#�����,�( ��(	 ���� ,� � �)0	 � ��/                       
$%&��(���
��,�)0	� ��/7���-�� (remaining in the undifferentiated state) "���%�����������	

 



 


��
��,�)0	� ��/7���-���	���(�� r ��� ��(	 � ��/��	
���	���	#��)����	 � ��/��	
���	������
������)0	��	 (differentiation potential to be a specialized cell) [5] 

� ��/��	
���	���	#��)����	 (mesenchymal stem cells; MSCs) �)0	� ��/      
��	
� � �	��$%& ������"�( ��� � �-�& �7� �	�	� ��/ �����
  "�� �7��4-�{	��)�)0	 � ��/                                  
�	#��)����	�(�� r ����7�
$%& ��������& �
���
�	  "��(�$%&�� ���4��� MSCs �#� ��
����
                        
	�
7�
	%�,�����7�
�	#���,#&�����	 �,#&��
��
����
 (periosteum) 
�����	#��  
����
�(�	                         
�)0	��	 MSCs �)0	� ��/$%&������	�����-����%�,��-�&�7��	�	����( �, ����%
��21
3�                                 
��, Frieden Stein �	)9 �.2. 1966 -��(� MSCs �)0	� ��/$%&�%��
3*�����,� ��/                   
fibroblasts  1& ��%�����������	
��,1��
��
��-#�	����
 �-����%�,�  "���������7��4                       
-�{	��)�)0	� ��/)��,$����� ��(	 
����
 
����
�(�	 ����	 
�����	#�� ���	 �)0	��	                          
��,
��
���
�	7�
��&�
���
�	�)��%	$%&���&�7�
� ��/�(�� r ��#�$%&��%,
�(� growth factor "�� 
����1� � ����	/  (cytokines)  1& � �)0	�)��%	$%&���& ���
��7�
� ��/ �	����6����
��
�	                
���, ��(	 TGF-β (transforming growth factor-β �)0	 growth factor �	���	1&�$%&������                  

���
�	
���7��4�-�&�7��	�	 mesenchymal cells  ���
����
 ������
���
�	���� ��/ 
preosteoblasts "�(�����-�&�7��	�	 �����������7	�	
����
 "��,��,���
�����,���            
���
����
 bone morphogenetic proteins (BMPs) �)0	�)��%	$%&7���,�(�	
�
(� TGF-β             
�%�	��$%&����
�
���7��4-�{	��)�)0	� ��/)��,��� ��������
	������
��
���7��4�)�%&,	")��
7�
� ��/��	
���	���)�)0	� ��/�	��,� ��/
����
 "��������
���
�	����
��
�������                

����
��� [3] 

 

��)$%& 1 �����������	
���7��4-�{	��)�%&,	")����������� ��/ 
�	�� totipotent stem cells "�� �	�� pluripotent stem cells [6]  



 

 

��)$%& 2 �����������	
���7��4-�{	��)�%&,	")����������� ��/ 

�	�� multipotent stem cells [7] 

 

��)$%& 3 
���7��4-�{	��)�%&,	")������ ��/��	
���	���	#��)����	�)�)0	� ��/
����
 [8] 

 



 

���M[�������(������������M[� 


����
�)0	���,��$%&)��
���1�	�)0	�����(��"���6�,�	 (endoskeleton)         
�������/�%
����
��	���� �	��$%&���
���
����
 �#� 
������7
	�������������(��
�,               

�����#&�	��� 
�������
�#�"�(  "��
�������� ��/ ������#�� 
����
�)0	���,��$%&    
)��
�����,�	#���,#&�
����
 (osseous tissue) $%&�%����"���"��"�(�%	����	�
��� 
���7��4    
-�{	�����	#� � �,#& �
����
�	��)"��$%& "�
�(��
�	$�����
����
�)0	���,��$%&�%���,               
��)�(����
3*� �-#&������������
�	
��
��$����	���
����
�	"�(���(�	 ���������               
���
���� 
�	��,���( �	��� � �*�� �		�
���
���� 
�% �	#� �
���� 
"�� �   1& � � �% ,
�( �                         

����
�	#��"	(	 (compact bone) ��,�%�(���(������	#��
����
	��,��
 �(�	�����*���	�	                   
���
����
7��%��
3*�$%& �)�(�����,���	�,��	
�	 ��%,
�(�  
����
�	#��-�
	 (spongy 
/cancellous bone)  1&�$�����
����
�%�������"���)0	$%&�,�(���������#�� "����
����
 
(marrow) 	�
7�
	%�
����
"����%�,#&��
��
����
 (periosteum) �
���,�(��,��� "���%������#�� 
"�����	)����$����%�,��	#��
����
 [3]  

 

��)$%& 4 ������������
����
 [9] 



 

�	#���,#&�
����
)��
�����,� ��/
����
$%&�%�(�	�����4�	
�������"��              

��
(���)���
����
�1�	 � ��/
����
"�(���
�)0	 3 �	�� ���"
(  � ��/�	��$%&1 � ��/ osteoblasts                 
�)0	� ��/������	#��
����
$%&�7��4-�{	���7�
� ��/��	
���	��� ��/
����
 (osteoprogenitor 
cells)  1&�� ��/	%�7��,�(����������	#��
����
 "����������)���6$ extracellular matrix      
��%,
�(� osteoid 7�
	��	�
��
���������'�1
"�(.��
$������
���)0	
����
��� � ��/
����
                  
�%��
3*��)0	��)$���%&���%&,�����,��
�����%
����%,�������
�	�)0	"��� ��/ osteoblasts 7��%
�� 
��������	�,������7	 �	��$%& 1 ���������/ osteocalcin "���)��%	$%&-��	�	#��-#�	
����
             
$%&��%,
�(� bone sialoprotein "��,��-� osteopontin 
�� osteonectin  1&��%�(�	�(�,�	
��7��
�	 
���'�1
"�(.��

�� collagen matrix �	
���7��4-�{	����� ��/��	
���	���)�)0	� ��/ 
osteoblasts ���������7������7�
��	� �/ alkaline phosphatase  1&��)0	��	� �/$%&                    
� ��/ osteoblasts �������
���	�(��$%&,����(�%
���7#�"�(.��
 � ��/�	��$%& 2 � ��/ osteocytes 
�)0	� ��/$%&�7��4�(���7�
 osteoblasts $%&���������	#��
����
7	����������� ��/ "���)0	                 
� ��/
����
$%&�7��4����$%&"�����,���� ��/7��)0	�(��$%&��%,
�(� ����	� (lacuna) "�(��                          
����	�7�����(�
�	���,�(��$��'(�	���
 r $%&��%,
�(� ��	������� (canaliculi)  1&�$�����"�(��     
� ��/ osteocytes �%
������(��#&����
�	��� ��
 � �7	"����������
�7���
�(�7�
                              
������#��6�,�	�(��������/��%,	������,��"�(��� ��/'(�	$���(��	%� �1�"���(� osteocytes                       
7��)0	� ��/
����
$%& ������$%&"�(,���%�	��$%& �	
������
������"��� %,� "�����	�
                             
� ��/�#&	 r "��� ��/�	��$%& 3 � ��/ osteoclasts �)0	� ��/�	����4($%&�%���,	�����%,�                        
"���7��4��7�
 monocyte stem cells �)0	� ��/ 1&��%�	��$%&�����4�	
����	
��)���"�(�

����
 (bone remodeling) ��,��2�,
��'�����	� �/ acid phosphatase �	
�����,                          
�	#��
����
 "��$�����
����
�%��
3*�$%&������� "���,��$������%
��	��"��� %,���
��(                        

��"���#���%
���, [3] 

 � 	#� � 
 � � �� 
 ) � � 
 � � �� � , � � � �� 	 $ �% ,/ " � � 	�� � � � � 
� 	  35% " � �                               
� � � � 	� 	 $ �% ,/  65% � � � �� 	 $ �% ,/ �( � 	 � �4( ) � � 
 � � �� � , � � � � � � 7 	 ) � � � �*                         
90% ����,�( 
��  ground substance  1& � �)0	���)���6$ glycoaminoglycans                    
�����������	�	$�%,/)��
�����,�
�#�"�(�(�� r $%&�����4�#� "��� %,� "��������                        
���
�	�)0	'�1
"��� %,������
 %��)��$�/ (crystalline calcium hydroxyapatite)                             
�%����$�� ���%  �# �  Ca10(PO4)6(OH)2 �����	$�%,/$%& 
�( ���1 �  ��(	  ������7	 �	��$%&  1                    
�)0	�)��%	���	�,$%&-���
$%&�
��	�(��
�, -��)0	���/)��
�����
���
����
 "����	                     
"���,��������-����$%& �	#���,#&�"'��)0	  1&�������������-#&� (��" ��	#���,#&�$%& �
��"'�                            
���	���	 '���	�� '	��������#�� �,#&��
�����	�,
�����	#�� (endomysium ��� myofibrils) �)0	��	 



 

������7	 �	��$%&  1 	%���
������1�	7�
���	�, 3 ��,  1&�)��
�����, ��, α1 �����,                       
� ��
� ���,  α2 �	1& � � �,  �	
� �� �� � ������ � 7	�	� �$%&  1 �% 
 � �"�����
���                          
,%	������7	 �	��$%& 1 "���� 1 (collagen type I alpha 1; COL1A1) �)0	,%	���/)��
��   
���
�	
��"����������������7	 �	��$%& 1 $%&��%,
�(� pro-alpha 1 chain ��,��,$%&�
���1�	              
	%�7�������
�� pro-alpha 1 ��,�#&	 "��������
�� pro-alpha 2 chain $������
���)0	                   
� � � � 

 � � � � � �� � � � 7	  � 	� � $%&  1 � � � �� 	 $ �% ,/ $%& � )0 	 � ) � �% 	 $%& � �( � �( � �� � � � 7 	                              
��(	 bone sialoprotein �)0	�
����)��%	$%& �)0	���/)��
��$%&�����4��� bone                     
extracellular matrix "���%�� ��( �	)����* 8% ��� �)��%	$%& ��( � �(����� �7	                            
$%&-��	
����
 �)��%	�	��	%��%�����)0	
����� (pKa 3.9) bone sialoprotein -����$����	              

����
"����	 �%�	��$%&�	
���)0	7
����&���	���
������"�(.��
  osteocalcin �)0	�)��%	                       
$%&��(��(������7	-��	
����
"���	#���,#&���	 � ��/�����
����
 (osteoblasts) $���	��$%&                 
���& ������ �
�(����
���%�$��$�	
������"�(.��
  "���(�,�	
������
�6���                      
���
 ����"�� � % ,� ����	  �)��% 	�	� �	%� � ����� ��� � )0 	�� ��( � �%� $ � ��% � � ��% ���                             

�������
����
 �	#& ��7�
�)0	�)��%	$%&��� ��7�
� ��/��� ��
����
 $���%� ���%	�,�                    
	��������	
�����7�������� osteocalcin �	 %��� ��,�%�������-�	./
�������	�"	(	                      
����	
����
 (bone mineral density; BMD) $�����$����1�
�������
����
��� 	�
7�
	%�
� ) ��% 	$%& � �( � �( ����� �7	$%& �% �#& � �( �  osteopontin �)0 	 �
� �� �)��% 	$%& �� � � � ����/ � ��                              
7�
�	#���,#&����,�	�� ��(	 preosteoblasts, osteoblasts, osteocytes, extraosseous cells                        
"��-�����	� ��/��
����
 osteopontin �)0	�)��%	$%&�%�6����)0	
�� (acidic protein)                 
��,�%������
�������	 RGD (Arginine - Glycine � Aspartic acid) �)0	���"�	(�$%&$�����                        
� ��/������,1��
��
�� extracellular matrix ��� [3] 


����	
���)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
�%
��"�����
���                      
,%	��������� ��,�	�(��"�
7��%
��"�����
���,%	$%& �
%&,�����
��
���7��4������                     
��(	 c-myc "�� c-fos �(���(���� ��/�%
������� osteoid matrix, collagen type I, fibronectin 
"�� growth factors ����	��$%&�
%&,�����  1&��	�*�$%&� ��/�����
����
�7��4�)�)0	� ��/�����

����
$%& ����������$%&7��%
�����������/�)��%	���� ��/�)�%&,	")���) 1&�7����������/                                                  
collagen type I, alkaline phosphatase, bone sialoprotein "�� osteocalcin �)0	��	 [10]                              

����	
�������
����
"�(�����)0	 2 )���6$ �#� )���6$"�
 endochondral ossification               
�)0	
����	
�������
����
$%& � ��&�7�
� ��/
����
�(�	 (chondrocytes) �%
���7��4                          
�-�& �7� �	�	  "�� ��% 
�� �7# �"�( . ��
 �	  matrix  ��� �7�
	�� 	 � ��/��,"�� apoptosis                        
�( ����% 
�� �7��4������� ��# ���� ��%� , �   1& � 
����	
����� � �
���� 
)�� �6$	%�                          



 

�
� �
��
����
"�	  ��  ���,��  "��
����� ��
����
 ���(��� � �*$%& � 
� �
����
�� 
                                 
)���6$$%&��� intramembranous ossification 
����	
��	%��
����, osteoblasts �����                      
�	#��
����
��,��(������2�,
����
�(�	�)0	��	"���	
���7#�"��� %,�  1& �
����	                             

�������
����
)���6$	%��
��
��
����
,��$%&�7��4���"	�
���� 
����	
���7#�"�(.��
                   
�	
����
 (mineralization) "�(���
�)0	 2 ��,� �#� ��,�$%& 1 �%
���7#�"�(.��
����
��7�,
���$%&�(�� r  �(�����,�$%&  2 �%
���7��4�-�&�7��	�	���'�1
"�(.��
������"�	(�$%&�%
��                       

(�����1�	���"�(.��
�	
����
$%& �
���1�		%� ��%,
�(� hydroxyapatite  1&��%���/)��
���)0	 
Ca10(PO4)6(OH)2 ����7�
$%&�%
������'�1
"��� %,������� 6�,�	������7	����	#��   

����
���( (osteoid) '�1
7��
��
��������
�	$�����
����
�%����"��� 7�

��21
3�����%                     

�����������/ hydroxyapatite �-#&�����)0	����
�	�	$�%,/����	
�� (��" ��(���(�����
����
                       
$%& �
���1�	 ��,�)0	�(�	)��
������	#���,#&�$%&�%
������"�(.��
�	�(�����
���7#�"�(.��
                            
�)0	�����(���������
���7��4���
����
 (osteoconduction) "��$������
��
����
���(�1�	��     
"$	
����
����$%& '��)
����� ��*�(���(��$%& �
���1�	���  
�������
����
���( ��,��2�, 
hydroxyapatite ����%
��21
3�$����	����/$����"���	
3,/ �	�����"�
����%
��)��
p����                      
�	����/$���� ��,$��
��p�������*
����
������
	�� -��(��%
��������
�	����	#���,#&�$%&$��                                   

��)��
p��  "��������
���
�	����
��
�������
����
���(����1�	�%
���, [11]  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

�������	������'����������Z��(��J	����M[� (osteoblast differentiation) 
 

 
 

��)$%& 5 �������-�	./����(��
���7��4���������� ��/�-����%�,�
��
��"�����
���,%	               
�	
���7��4-�{	��)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
 [12] 

 

 7�
��)$%&  5 ��
2�"$	
���)�%&,	")��
��"�����
���,%	$%&����
�                          

���7��4���������� ��/  "��,%	$%& � 
%& ,�����
��
���7��4-�{	��)�%& ,	")���)0	                        
� ��/�����
����
 ��(	 
��-�{	� extracellular matrix "�������
�#�"�(�	� ��/�-����%�,�            
��,"�(��)0	 3 �(�����
��-�{	��)�)0	� ��/�����
����
 ���	%� �(��"�
�%
���7��4������                     
�-�&�7��	�	���� ��/ (proliferation) �(���(����%
����	
�� matrix maturation ��#� 
extracellular matrix development "���(���
�$��,�)0	
����	
������"�(.��
 
(mineralization) ��,�( � �$%& �% 
�� �7��4������ �-�& �7� �	�	��� � ��/ �-�� ��%� ,�  -��( �                             
�%
��"�����
���,%	 histone 4 (H4), c-fos "�� TGF-β "�����&��%
���7��4-�{	� 
�)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
 -��(��%
��"�����
����"�(�(��$%&�%
���7��4������                      
�-�&�7��	�	���� ��/�-����%�,� 7�
	��	�%
��"�����
��� fibronectin (FN)  "��������7	 
(COL) "���������	�1�
������� matrix "���	�(���(��� matrix maturation 7��%
��"�����

��� ALP 7�
	��	�	�(����,��
�$��,
����	
���7��4-�{	��)�%&,	")���)�)0	� ��/                      
�����
����
"���%
������"�(.��
 -��(��%
��"�����
��� osteopontin (OPN) "�� 
osteocalcin (OCN) [12]  
 



 

Alkaline phosphates (ALP) 
 Alkaline phosphatase �)0	��	� �/$%&7���,�(�	
�
(��������� -���
                        
�	 � ��/$%& $� ��	� �$%& � �� ��
����
  (osteoblast) 	�
7�
	%� ,� �� �� ��7�
"��( ��#& 	  r  �% 
                               
� �( 	  ���  �
  "�� � ��/$( �	�� � �%  -��( � ��	� �/  ALP $%& �% "��( � ��� � �
���� 
7� ��#& ��                                 
�6�-���,�������	��� �( �,$%& �
*�6���  60°C ��������#�  ALP 7�
���$	�������	                         
���$%&�
4�6��� 80°C �(�	��	� �/ ALP 7�
�
	��	$	�������	����%$%&�
� �	$���%����%  ALP             
�)0	���$%& ����(��%�  osteoblastic phenotype  1& ��)��%		%�-��,�(�	�,#&��
��� ��/���                          
� ��/ osteoblasts "���
��
�� phosphatidyl inositol (PI) phospholipid complex ���,-�	.�
������	�/ ������)�(�,��
7�
� ��/��,�����	� �/ PI-specific phospholipase C 
��$����	                  
��� ALP 7� catalyze )��
���,� transphosphorylation ��� p-nitrophenylphosphate                    
(p-NPP) �)�)0	 p-nitrophenol (p-NP) ��,�% transphosphorylating buffer �#�                                
2-amino-2-methyl-1-propanol (AMP) ��,�% Mg2+ ��#� Zn2+ �(�,�	
����(�)��
���,�                    
���������7���������,�(�
�����
�#	"�� ��	�	#&����7�

���
�� p-NP (�% ���#��)                     
	��	�)0	����(�	��,���
��
��$����	�����	� �/ ALP [13,14] 

)��
���,��
��  ���	%� 
 

p-nitrophenolphosphase + AMP                                          p-nitrophenyl + AMP +PO4 
 

 

Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) 
  RUNX2 �)0	 �)��%	 �	���
��  RUNX  1& � �)0	  osteoblast-specific         
transcription factor �%�$��$�	
���7��4-�{	��)�%&,	")���)0	� ��/�����
����
 (osteoblast 
differentiation) 
���7��4����������$%&���� ��/
����
�(�	 (chondrocyte maturation) 
�������

����
 (bone formation) "��
����	
�� remodeling "���,���)0	)�77�,�����4�������              

��

���(���44�* (signaling) $%&�%'�$���%�6�-���
����
 [15] 
 
 

Transforming growth factor-β (TGF-β) 
 TGF-β �)0	� ����	/�%�	��$%&���,�,(���
%&,�����
���	��$%&
��$����	$��                         
�%�6�-���� ��/)��
�����, 
���7��4�������-�&�7��	�	 (proliferation) "��
���7��4                     
-�{	��)�%&,	")�� (differentiation) ���� ��/���,�	�� TGF-β �)0	�)��%	$%&�% 4 ��)"��                   
TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3 "�� TGF-β4 �)��%	�	
�
(�	%�)��
�����, inhibins, activin,                
anti-müllerian hormone, bone morphogenetic protein, decapentaplegic "�� Vg-1                
�)��%	 TGF-β 	%��%�	��$%&�)0	�)��%	�(���44�*$������
��
����,���� ��/"�� apoptosis 

pH 10 (Mg2+/Zn2+) 
alkaline phosphatase 



 

(death signals) �%�$��$�����4�	
������
����7�
����� ��/ "���%�$��$�	
������
�
����6����
��
�	���� ��/ (immune system) TGF-β1 �%�	�� 25 
��������	 �)0	� ����	/$%&-�
��
$%&�
��	 bone matrix "���%'��(�� ��/���,
����
 (osteoclast) [16] ��,$�&��)"���                    
�%
��	�� TGF-β ������	
��
���
�	� ��/��	
���	���	#��)����	 (MSCs) "���	
����
3�                 
$��2��,
���
����
��,�%'��	
��
���
�	��� �
�� callus �-�&���
�1�	 �%
��21
3�                          
�	���������/$���� (in vivo) ��,��� recombinant human TGF-β1 (rh TGF-β1) �)0	���
���
�	
����
��
�� (��" �
����
  [15] TGF-β �%
��21
3��1������������	
��
���
�	                              
��� �
��
�������
����
���  "�(�%'��	
��
���
�	��� �
��
�������
����
���	��,
�( �                            

��
���
�	��� BMP [17] 
 
 

Bone morphogenetic proteins (BMP) 
 �	)9 1965 Marshall Urist ��	-�������������� DBM �	
����
	��                
����
��
�������
����
����7�
$��
��p�� DBM ���	�����*$%&���"�	(� (ectopic)                                    
���'���	��  1&�-��(��
��7�
�)��%	 Bone morphogenetic proteins ��#�$%&��%,
�(� BMP                
�)0	�)��%	 growth factor $%&������
���
�	
���7��4-�{	��)�%&,	")����� MSCs                      
�)�)0	� ��/
����
�(�	 (chondroblast) � ��/�����
����
 (osteoblast) �����,��� $%&�����4                          
���"
( BMP-2, BMP-7 "�� BMP-9 -��(��%�����������	
����
	������
��
�������
����
���(
"�� endrchondral ossicifation �(�	 BMP-2, BMP-6 "�� BMP-9 �%���������4�	�(��"�

���
���7��4-�{	��)�%&,	")�� pluripotential progenitor cells �)�)0	 preosteoblasts 
������� BMP-4 "�� BMP-7 �%�����������	
��	����	�����
��
���7��4-�{	��)�%&,	")��
7�
 preosteoblast �)�)0	 osteoblast  [17] )�77
��	
��21
3��
%&,�
�� BMP -��(� BMP                         
"�����
�	�(��"�
���
�� (��" �
����
��
 �	
��21
3�	�,��������)��%	���������/ 
recombinant human BMP (rh BMP)  1&��%�����������	
����
	��
����
�����(	��%,�
�	 "�(
������2�,���	��-���(	 collagen matrix, DBM "�� polysaccharide matrices �)0	��	             
�	��$%&������	��-� BMP �	
����
	��
�������
����
�1�	�,�(���"�	(�$%&7���-��"������$%&
��������	
����
	������
��
�������
����
 [15] 
 
 
 
 
 
 



 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Polymerase Chain Reaction ��#� (PCR) �)0	�$�	����������-�&�)����*           

DNA ��,��2�,���

�� DNA replication  1&��)0	
�����������/��, DNA ��,���(7�
 DNA 
��	"���	����$����6�,�	��,�������	���	 "����� DNA ��,���(�
���1�	�)0	���	�$(�           
�$�	��	%�-�{	��1�	�	)9 1983 ��, Kary Mullis "���*� 7
���(	����$�	�� PCR �#� ������
�-�&�)����* DNA ����,(���l-���7��7� ��,�%���	��	
��$����		��,"���������	��, [18] 
7	�1�)�77
��		%��$�	�� PCR ������
��)���)�
�"��-�{	��	���, r ���	7	
��$�&�                             
������
��,������(��)0	�$��	��,%$%&�����4��
�(���	���	�*��%�����

� ������	��                            
�)���)���,�	/���$���
����	��7�,$���%�����

�"��-�	.
��2�
��� ��(	 
���-�&�)����*,%	                  
(gene cloning) 
����������/������������,%	 (gene sequencing) 
������� DNA ������ 
(DNA probe) "��
����7�,)��,

�/ ��(	 
��21
3�
��"�����
���,%	7�
 mRNA 
�������                  
,%	
��,-�	.
/ (in vitro mutagenesis) 
���(��%����"�	(�
��,-�	.
/�	,%	 (point mutations and 
deletions) �)0	��	 ���

����� PCR  	��	������

��-#�	��	�	
�����������/ DNA ��,���(    
7�
��, DNA $%&�)0	��	"���	1&���,���,��	� �/ DNA polymerase  1&����
�	�,�($�&��)�	                         

�����l��
 DNA "��
��21
3���������/��������� "�( PCR ���������������/ DNA ���               
������ 2 ��, -����
�	��,��� primer 1 ��( )��
���,� PCR �% 3 ���	��	 "����
	��%,	�(��	#&�� 

�	�)6�,����6���$%&����������"�(�����	��	 ���	%� ���	$%& 1 denaturation �)0	
��",
                    
��, DNA $%&�)0	��	"��7�
�6�-$%&�)0	���	��(����)0	���	��%&,� ��,����
*�6������ 92-95°C                        
���	$%& 2 annealing �)0	���	��	$%&���
*�6������-#&���� primer  1&��)0	 DNA ��,���	 r                           
$%&�%����������)0	��(��
�� DNA $%&�)0	��	"��7����(
�		�,���� �
*�6����	�(�� 45-60°C                       
���	�
�$��, extension �)0	���	��	
�����������/DNA ��,���(��,���������/�(�7�
�(�	                    
)��, 5� ��� primer ����������	 DNA $%&�)0	��	"��"�(����,��,��2�,
��$����	                      
�����	� �/ DNA polymerase  1&���	� �/	%�������$����	����%$%&�
�$%&�
*�6��� 72-75°C  

�(�	)��
���	)��
���,���� PCR ���"
( 
 1.  DNA ��	"�� (template PCR) �)0	 DNA �)�����, (DNA target) ������
7�����	)��
���,���� PCR �	��
3*� DNA ��,��%&,���#� DNA ��,��(
���� 
 2.  Primer 
����
"�� primer 7�������#�
����������
��"�(                        
����	 ��,��2�,���

��7����("��7���-�����$%&����
�����7��
�� primer ��,������                          
	����%���$�/��� primer �)0	���
���	�����7���-���	
�����������/ DNA ���	��	71�                       
����$������������$%&	�������������/ primer �	
����#�
"����
"�� primer ����%                      
����,����� primer )����* 18-30 	����%���$�/ �1�	�,�(
����	$%&���  �����#�
 primer                      



 

$%&�% G+C content �,�(����(�� 50-60% ��(�����#�
 primer $%&�%)����* G+C content $%&���
�
�	�) �%)����* G+C $%&�
����%,�
�����	 DNA �)�����, primer $%&��������%����                             
7���-��
������������)�����,�	 DNA ��	"�� �#� ������	����%���$�/��� primer                           
�����%����7���-���-%,�"�(���%,��	��, DNA ��	"�� ��%
��%&,����������$%&7��
��                           
������������������ �(� Tm (melting temperature) ���"�(�� primer ����
����%,�
�	 
��,$�&��)����,�(�	�(�� 55-80°C "�� primer ����%��������(��
��)��,���	 3' ���������                       
	����%���$�/�	"�(����,��� DNA ��	"�� 
 3. ��	� �/ DNA polymerase  $%&	�,����
�	��
$%&�
� �#� Taq DNA polymerase 
 1&�",
���7�
��#��"��$%��%,$%&�7��4����		���-
���	$%&�%�#&� Thermus aquaticuse (Taq)                          
 1&��%�
*������$	�������	�������1� 95°C $�������(��%,�
*�����������	� �/ �	���	��	 
denature �
*�6���$%&��������	
��$����	�����	� �/ �#� 72°C Taq DNA polymerase 
����
�� Mg2+ �-#&��(�,�(���������)��
���,�
�����������/��,���(����	�	�(��)��� ��, Mg2+                     
7�$���	��$%&�)0	 co-factor 	�
7�
	��	 Mg2+ ,���%'��(�
��$����	�����	� �/���, "���%'�                
�(�
�� anneal ��� primer ����������	��� Mg2+ ����)����)�%&,	���-������
������������	
��� dNTPs  1&��������������	��� Mg2+ ��
�
�	�)$������
��'�'��� DNA $%&��(7���-�� 
 4. Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs) �#� ���$%&����	
���(���,7�
                
primer �	����(��
�����������/��, DNA $�������� DNA ��,���( dNTPs )��
�����,     
dATP, dCTP, dGTP "�� dTTP   
 5. PCR buffer �)0	�������,$%&����
��6������
��$��)��
���,����������� 
��(	 pH "���
�#��(�� r �(�	)��
�������-����/)��
�����, Tris-HCl, KCl "�� MgCl2 [19] 
   
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
 �)0	�$�	��
���-�&�)����*,%	$%&	(��	�77�
 RNA ��	"�� ��,���

��                 
�# �  $� �
���
��  RNA ����%������� �
$.�=  7�
	�� 	 ��� ���( ��� 	��	
���� � ������/  cDNA                                  
��,
����	
�� reverse transcription ��,��2�,��	� �/ reverse transcriptase ��	� �/               
	%�$����	��,�������,���$���7�
"�(-��-/$%&�)0	 DNA "�� RNA ��,��� primer $%&�)0	                      
gene specific primer  1&��)0	 primer $%&����������	
���������, cDNA $%&7���-��$%&�
�                   
��#���� oligo (dt) primer  1&�
����� primer )���6$	%�7��% RNA 7���-��$%&�)0	                            
Poly (A)+ RNA �$(�	��	$%&��
	��������)0	"�("���	
���������, cDNA ��#�
�����                      
random primer �)0	 primer $%&��(�%����7���-�� 71�����������7��
�� RNA $

�	��                
���	��	 cDNA $%& �
���1�	71��%�������
���,��
$%&�
� 7�
	��	������(���	��	�
�$��,                                
�	
��$�� PCR ��,��2�,"�("��7�
 cDNA $%&��
������1�	�� ��,�������, DNA �1�	��                     



 

���(�%��
3*���)"��
��$�����#�	 PCR .����� �	$��,$%&�
�7������, DNA                                         
$%&�-�&�7��	�	��
��,7�
��, RNA ������	 [18,19] 
�	����I�����	�!(T�T��� PCR (PCR Product) 
 
�����7��������/���,��.% gel electrophoresis ��,	��'�'��� PCR                           
$%&����������",
����	����� DNA ��,���
��"������",
 DNA �	 agarose gel                   
��#� polyacrylamide gel �)�%,��$%,�
�� DNA ������	$%&$����	��$%&"	(	�	                           
7�
	��	,������, ethidium bromide "���	���)�(�������,"���
����������� '�'��� PCR                  
$%&�%���������	 DNA $%&����7	 "���������	����������
�� "�(����%�	�����
"��"�� DNA                 
��(����7	��7�)0	�%���	$%&�)0	 primer-dimer [18,19] 

����	�����	���I
'�������'��J�� 

�	�
e�W	����'��
� DBM �
L�N� in vitro ��� in vivo 

7�

��21
3���� Alper "���*� �	)9  1989 ������������� 
hydroxyapatite "�� DBM �	
���)0	�����
	��
�������
����
�	
����
$%&��(��#&�����
�	            
��,$��
��p�� hydroxyapatite "�� DBM �	�	����'�� ��,"�(��)0	 4 
�
(� �#� p�� hydroxyapatite 
�	����%,� ��#� DBM �	����%,� ��#� hydroxyapatite 
�� DBM '��
�	 "��
�
(�����
�$%&                     
��(���p��$��� hydroxyapatite "�� DBM ����7�
	��	$��
����������/��
3*�$��
�,��6��                        
����	#���,#&� -��(��	
�
(� hydroxyapatite �	����%,��%
���������
�������
����
                          
 1&��%�������-�	./
�	
��
�
(�����
� 7�
	��	$��
����������/"��� %,� alkaline phosphatase 
"�� bone gla protein -��(��	
�
(�$%&p�����, DBM �%
�������
����
�-�&��1�	 16%                         
�(�	�	
�
(� hydroxyapatite �	����%,� "��
�
(�'�� hydroxyapatite 
�� DBM '��
�	                    
-��(��%
�������1� 80% $�����$����(�
����	
�������
����
�	
����
$%&'��)
��                               
$%&��(��#&�����
�	7��%
���������
�1�	��,
��
���
�	��� DBM [21] ��(	��%,�
���	
��21
3�                      
��� Oztürk A "���*� �	)9 �.2. 2006 ���21
3�������������� hydroxyapatite/                        
tri-calcium phosphate "�� DBM �	
����
3�"'�
����
����	� (Wistar rat) ��,
��p�� 
hydroxyapatite/tri-calcium phosphate ��#� DBM �	����%,�"��$�������	��'��
�	                    
-��(� DBM �	����%,��%�����������	
����
3��%$%&�
���#&��$%,�
��
�
(��#&	 r "��
�
(�����
� 
 1& � ��(�%����"�
�(��
�	�	����(��  2 
�
( �$%& ���#�"��
�
(�����
�  "������ ���	�( �                                  
�	
�
(�$%&)��
p�����, hydroxyapatite/tri-calcium phosphate �(��
�� DBM ��(���
���
�	                        
��� �
��
����
	������%
�������
����
  [20] 7�
$%&
�(����������	�1�
����
$%&'(�	                        

����	
����)����*�
�#�"�( ��#� DBM  ���������%,��1�	7�

��	�����
����
,��                      



 

$(�	
��� (diaphysis) �����������	������(�� 125 � 850 �����	 "���71�	����'(�	

����	
����)����*"��� %,�"��"�(.��
  1&�	�,����
������������
�7#�7���	
������,
���"�(.��
��
7�

����
 $������	#��
����
�����#�"�(������7	 "�� bone morphogenetic 
protein �(�,�	
��
���
�	����%
�������
����
��� 7�
	��		����������������7	�������
$%&�%
��
3*��)0	'��%����
(	 $%&��%,
�(� demineralized bone matrix ��#� DBM [21] DBM �%
�
*�������)0	 osteoinductive agent  1&� DBM ��
	�� osteogenesis �	
����	
�������
����
                 
���("�� endochondral ossification [22] ����%
��	�� DBM �����
�	�,(��
��������                    
�	
����
3�����'��)
�����
����
"�����$%& �
%& ,�
����	  �	
��21
3���� Zhang                             
"���*� �	)9 �.2. 1997 $��
��21
3��	 in vivo (�	�$���� athymic mice) "���	 in vitro 
(human periosteal cells) �-#&���������/)����*�����������	
����
	��
�������                        

����
��� DBM 7�
	��	$��
���� ������/
���)�%&,	")��)����*"��� %,� ��,
��                       
��������/���,	����	�
�������
$%&	����
������7�

��p���$%,�
��	����	�
�������

(�	p��                            
 1& �$��
��p��  DBM �	���	
�����	#������	�  -��(��%
��
���
�	��� �
��
�������
����
 
(osteoinductive) ��

�(�
��p��$%&���'���	�� "��
�������
����
���(�	
�
(�$%&p���	���	                                   

�����	#���%
�������
����
���(�	����(����)���/$%& 1-4 "����(�%����"�
�(��$�������                       
���	����	�
 �	��)���/$%&  5 -��(� ���&��%
���-�&��1�	�������
$%& �����
�� "���������	�(�                    
�	�(��	%��%
������"��� %,��-�&��1�	 7�
	��	$��
��p������
�	)����*$%&"�
�(��
�	 �-#&�21
3�                 
�1�'�
������	���������������	�������
$%&���"�
�(��
�	 -��(��	 in vivo $%& 20 �����
���            
��� DBM �%
������	���%$%&�
� �(�	
��21
3��	 in vitro ��������/���, alkaline phosphatase 
activity  1&��)0	����(��%���� osteoblasts -��(��	��	$%& 5 �������� DBM �%�����
��$����	                        
�����	� �/����
� "���	
��21
3�)����*��� DBM $%&"�
�(��
�	 -��(�)����* 5 "��                      
10 �����
��� ��� DBM �%����� alkaline phosphatase activity ��
$%&�
�  1&��������-�	./
����(��
��21
3��	 in vivo 
�� �	 in vitro -��(��	 in vitro )����* DBM $%&����%'�                              
�(������������	
���)0	���
���
�	����
��
�������
����
 (osteoinductivity) ��� DBM [24]  

�	
��21
3����������� osteoinductivity ���
����
$%&'(�	
����	
��              
��)����*�
�#�"�(  -��(��	
�����
����
$%&�%�������(7����'��%"�(,���%�����%,"��                        
������%&,��,�(   1& � �)0	���
'��	
��-�7��*��-#&���#�
����
$%& ���$���� �-����%'��(�
�����������	
�������
����
 "���%'��(�
��"�����
��� BMPs  1&��	
��21
3�                    
���  Torricelli �	)9  �.2.  1998 �-#& ��� ������/���������� osteoinductivity ���                      
xenogenic demineralized bone matrix ��,
��$���� DBM powder ���
���(�,                       



 


��� ��/�-����%�,���� murine fibroblasts �,(����%,� ��#��(��
�� electromagnetic field                  
(�%'��(�
��"���'�$���%�6�-
��� ��/��,�l-���	$��2��,
���
����
�	
��"
���                    

�������
����
) ���, alkaline phosphatase activity  �����"��� %,�  
���-�&�7��	�	���� ��/ 
"����
3*�
���)�%&,	")��$��
�,��6�� -��(��%
��
���
�	���������,(���%	�,�����4$�������                    
"������ ���	�( �
��$�����( ��
��  electromagnetic field �%'��(� � ��/�( ��
�	                         
"�(�%�������-�	./�	
�������
����
	�����
����
�����#&�����
�	 [25] 

�	)9 �.2. 2002  Iwata "���*� ����%
��21
3��1��
*��������� DBM                  
7�

����
$%&'(�	
����	
����)����*�
�#�"�(�	
����
 ��(	 "��� %,� "�� ��������                  
"�(,���%���/)��
�� bone morphogenetic proteins "�� noncollagenous proteins                       
 1&��)0	)�77�,�����4�(�
����
	������
��
�������
����
���(��� [26] 
��21
3���� Hosny                    
"���*� �	)9 �.2.1985 �
*��������� DBM �(�
����
	��
�������
����
 ��,
��)��
�(�, 
DBM �	 rhesus monkey "���$��
��������	�	#������7�
$��
��)��
�(�,��� 20  40 "�� 72 ��	 
-��(��	��	$%& 20 �% mesenchymal cells "�� fibroblast-like cells ������������*                         
DBM particles "�(��(�%
���)�%&,	")����)�(������ ��/ �	��	$%& 40 �%
�������
����
�(�	                   
"�� chondroid bone  �	��	$%& 72 -��(��%$��� mature bone "�� immature bone 7�

��21
3�
	%�$�����$����1��
*��������� DBM �	
����
	������
��
�������
����
�	����/$�������                        
[27]  �%��,��	
(�	�	��	%��
%&,�
�� DBM ��, Gao J "���*� �	)9 �.2. 2004  1&����
$��
��21
3�������������� allogeneic demineralized bone matrix �(� resurface 
osteochondral defect �	
���(�, ��,7�

����		�3��	�1� intrinsic cytokines �	 DBM                  
7��� 
	� � ��� �  ��/ � 7 ��4-�{	� �)�%& ,	")�� �)0 	 � ��/ � �,-� 	.
/  osteochondrogenic                             
7�
 bone marrow "��$���	��$%& (��" � osteochondral defect ���  1&�$������,
��                    
��%�,� bone marrow-derived mesenchymal stem cells ���	�����(������
  demineralized 
trabecular bone matrix "����-����%�,��)0	���� 3 ��	 -��(�� ��/�
��
�������(������
                     
"���7��4�,�(�	 demineralized trabecular bone matrix 7�
	��	71�	���)p�����	�����* 
osteochondral defect ���
���(�,�)0	���� 6-12 ��)���/ -��(��%
�� (��" ������*                       
$%&
����
�
-�(����
�1� 95% �(�	
����� demineralized cortical bone matrix -��(�                            
�% subchondrol bone "�����	�	�
�-��%
����
�(�	 (cartilage) ��%,�"��"$�
�,�(                          
"�(�(�	��
7�

�� (��" ���,��� demineralized trabecular bone matrix 7�-�                        
fibril $%& -#� 	'� �"����(�%
��"$�
�� ����
����
�(�	   1& �7�
'�$%& ��� "������$����( �           



 

demineralized cortical bone matrix ��77��%�
*�������	
�� (��" � osteochondral defect 
��� [28] 

7�

��21
3�
(�	�	��	%�-��(��	����� DBM �%'��(�
�������
����
                       
�	)9 �.2. 2005 Schouten "���*� ���$��
��21
3�������������� DBM �	
����
	��                  

�������
����
�	�	�$���� (rat) ��,$��
��p�� DBM "�� morselied DBM (MDBM)                   
�(�
�������
����
$%& intramuscular ����	�$�����)0	���� 6 ��)���/ "���$��
��21
3�               
'�$%&�
���1�	���, histology "�� histromorphometry -��(��	�����*$%&p�� DBM �%
����
                 
���(�
���1�	�,(���%	�,�����4��(	��%,�
��
��p�� MDBM ��,�����*$%&$��
��p�����,                         
DBM -��%
�������
����
���(�
���1�	 2.6% �(�	 MDBM �%
�������
����
���(�
���1�	 1.9%                    
7�
'�$%&���"���������	�(� DBM �%�
*�������)0	 osteoinductive agent  1&� DBM                           
��
	�� osteogenesis �	 endochondral ossification 
��p�����, MDBM ��(�%'������4                 
�(�
�������
����
�-�&��1�	 "��-��(�
��p��$%&���	
�����	#���%'��(�
�������
����
                   
(ectopic bone) ����%
�(�
��p��$%&���'���	��  [23,29] 


��21
3���� Boyan "���*� �	)9 �.2. 2006 �
%&,�
������������         
� � �  DBM � 	 
 � � �� 
 	� � � �� � 
� � 
 � � � �� � � 
 � � �� 
  ( osteoinductivity) � �� $� � 
 � � p� �                               
DBM, hyaluronic acid cancellous "�� cortical bone ���,�(�	'��$%&"�
�(��
�	                                
�	���	
�����	#������	�$���� -��(� DBM �	)����*��$%&�%�����������	
����
	��                                         
����
��
�������
����
���(��� "����#&�'��
�� hyaluronic acid -��(�'�
��$����$%&���                      
��(�%
���)�%&,	")�� ��#&�$��
����)����*��� DBM -��(������������	
����
	��                          
����
��
�������
����
 (osteoconduction) ���� ossicle area ���� "��
�������
����
                 
���(���� �(�	'����� demineralized bone matrix-cortical-cancellous bone chip                      
��#&�'��
�� hyaluronic acid -��(�$�����)����* residual bone particle ���� $�����                        
$����1����������4���)����* DBM �(�
����
	��
���
�	����
��
�������
����
���( [30]                 

��21
3��1�������������� demineralized bone powder (DBP) �	
����
	��                       

����	
���7��4���
����
�(�	 (chondrogenesis)  ��#�
����	
���7��4���
����
 
(osteogenesis) ��� human marrow stromal cells (hMSCs) $%&$��
���-����%�,��	                         
3-D collagen sponges �1�	�,�(
���6����	
���-����%�,� -��(� hMSCs �% chondrogenic 
potential ��#&��%
������  TGF-β -��(� DBP �%�����������	
��
���
�	
����	
�� 
chondrogenesis ��� hMSCs $%&�-����%�,��	 3-D collagen sponges �-�&��1�	 "��
������������� DBP �	
����
	�� hMSCs ����%
��"�����
����9�	�$)���� osteoblast 



 

��#&�$��
���-����%�,��	 osteogenic supplement "���������	�(��	
���-����%�,��	                          
�6���$%&"�
�(��
�	�%'��(� differentiation pathway ��� hMSCs ��#&�
���
�	���, DBP                       
[31] Ma X "���*� �	)9 �.2. 2006 ���$��
��21
3������������	
�� (��" �                       

����
$%&�
-�(�����
���(�,���,
����� hydroxyapatite-tricalcium phosphate "��                          
small intestinal submucosa �	������(�	$%&"�
�(��
�	 �#� 1, 0.5 "�� 0.25 	����	�
/	����	�
 
-��(��(�	'���������
����	����������
	����� �
��
�������
����
���(���  "���	                          
������(�	 0.5 �%'��(�
�� (��" �
����
����%$%&�
� [32]  

�	)9 �.2. 2009 Moxham "���*� ���$��
��21
3�
������	�����                 
TGF-β1 �(�
����
	��
�������
����
�	
����
"�	���
���(�,$%&'��)
��  ��,���                       
inactive guanidine-extracted demineralized bone matrix (Gu-DBM) (�#� DBM $%&�%
��	��
�)��%	"��� ����	/$%&�%'��(�
���7��4���������� ��/��
���, guanidine "���$��
��                         

���",
 DBM ��
��) �)0	���	��-� TGF-β1 �	
����
	������
��
�������
����
                               
���,����������	��� TGF-β1 ���	%� 10, 100 "�� 500 �����
��� $��
��p���)0	���� 4 ��)���/ 
"���$��
����������/���,��.% histomorphometric analysis -��(� TGF-β1 $%&����������	��
                   
�%'��(�
����
	������
��
�������
����
��
�1�	 "���������	�(� TGF-β1 �%�
*������                               
�	
����
	����� �
��
�������
����
 "��
������	���(�
�������
����
")�'�	���                           

������������	��� TGF-β1 [33] 

�	�
e�W	����'��
� SIS �
L�N� in vitro ��� in vivo 

Small intestinal submucosa (SIS)  1&������7�
���������
������                   
���	 submucosa ��,
����
������	 tunica serosa "�� tunica muscularis ��
                    
SIS �%���/)��
���)0	������7	 �	��$%&  1 "���	��$%&  3 ��

�(�  90% "��,��-�             
������7	 �	��$%& 5 7��	�	���
	��, [34] 	�
7�
	%��	 SIS ,���%�)��%	$%&�%�
*������                               
�	
��
���
�	
���-�&�7��	�	���� ��/ 
���
�	
���7��4�)�%&,	")������ ��/���                                 
 1&��)��%	���
�(���)0	���)���6$� ����	/ (cytokines)  ��(	 FGF, TGF-β, epidermal                
growth factor (EGF), vascular endothelial growth factor (VEGF) "�� IGF-1 �)0	��	  1&��%'�
$������%
��
���
�	
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/��	
���	����� ���$��� SIS 
���
�	����
��                    

������	��$������6����
��
�	���	��, �%�
*������$%&��������(�
��,1��
������ ��/                
"���%�
*�������	
��
���
�	
���7��4�)�%&,	")������ ��/��	
���	����� [1,2] 



 

Ahn Hee Hyun "���*� �	)9 2007 ���$��
��21
3�'���� native SIS "�� 
acid treat SIS �(� human bone marrow stem cells -��(� '����� native SIS �%��
3*�                   
������	�,������7	,����	
�	�)0	�( ��"� �%�����������	
���
��	�� � ���  500%                     
	��,
�(� acid treat SIS $%&�������
��	������ 1,300% "����
3*����'�� acid treat SIS                             
� �( -� � �� 	 �, �� ����/ "� � ����� � � 	#& � � 7�
�� 
$� � � �,�� � ,
��  � �#& � 	� � � �$� �
 � �                             
�-����%�,��(��
�� human bone marrow stem cells -��(�$��� native SIS "�� acid treat SIS                    
�%�����������	
��
���
�	
���7��4�-�&�7��	�	��� human bone marrow stem cells                        
��� � �( 	 ��% , �
� 	  "�( �% � ����������	
��
���
� 	 ��� � 
� �
�� � 7��4 �-�& � 7� �	�	 ���                                
��

�(���#&��)�%,��$%,�
��
���-����%�,�� ��/�	 polyglycolic acid (PGA) [1]  

7�

��21
3���� Kim Suk Moon "���*� �	)9 �.2. 2005 ���21
3�          

����� SIS sponge �%�����������	
���(�,��
3�"'������(	��%,�
�� TegadermTM 
('���6�*5/$%&����������
����
3�"'�)  1&�-��(� SIS sponge �%��-�
	�	�����	'(�2�	,/                       

��� 100-200 µm �%�����������	
����� 1�	��������

�(� 8,000% ����������                
�	
����� 1�	���7������������������	��� SIS $%&������%,� SIS sponge ��
�1�	                             
SIS sponge ��������� 1��������$%&�����
��7�
"'���� "���,��
���
�	����
��
�������
�	#���,#&��1�	�� $������
��
����
3�"'��������
�(�
����� TegadermTM  $��������	�1�����                 
�������	
��
���
�	
���-�&�7��	�	���� ��/��� [2] 


��21
3������������	
��
���
�	 cryopreserved human bone marrow 
mesenchymal stem cells ����
��
���7��4�-�&�7��	�	"��
���7��4�)�%&,	")��                          
�)�)0	� ��/�����
����
���, DBM ��� Liu Guangpeng "���*� �	)9 �.2. 2008                    
 1&����$��
����7�,��,$��
���-����%�,�� ��/�	 partially demineralized bone matrix scaffolds 
"���-����%�,��	 osteogenic media �������
��)0	 non-cryopreserved MSCs $��
��21
3�    
DNA content assay ���7��� alkaline phosphatase activity "�� osteocalcin content              
�-#&�21
3������������	
���7��4�-�&�7��	�	 "�������������	
���7��4�)�%&,	                       
")���)�)0	� ��/)��,$�������
����
�	� ��/$���� ( in vitro) -��(�
��$�� 
cryopreservation ��(���$������ ��/�)�%&,	")���
*������"�
�(���)7�
�������� 7�
	��	                      
$��
��p���	�	�$���� (in vivo) -��(� cryopreserved human bone marrow mesenchymal 
stem cells �%�����������	
���7��4�-�&�7��	�	"���7��4�)�%&,	")���)�)0	� ��/                   
)��,$���	
�������
����
��� [35] Zhao Lin "���*� ���$��
��21
3� tissue-engineer 
membrane ��%,	"���,#&��
��
����
 (periosteum) $%&���%,��	 in vitro �-#&�$����



 

�����������	
��$������
��
��������	#���,#&�
����
�1�	���( ��,��� porcine SIS �)0	 scaffold 
�	
���-����%�,� MSCs  1&��	��	��7�,	%�$������
�� bone defect �-#&����7��������������	

��
���
�	
��������	#���,#&�
����
 -��(� tissue-engineer membrane 	%��%����������                       
�	
��
���
�	���
��
��������	#���,#&�
����
��� [36]  

Suckow  "���*� �	)9 1999 ���$��
��21
3�������������� SIS                
�(�
���7��4���
����
$%& �
�������
-�(�����
����
,���	 Sprague-Dawley rat                     
�	#&��7�
 SIS �)0	����
$%&	�������21
3�$��������(�, ��,	��������	
��$����$�����	
��2�
����	#���,#&� �	
��21
3�	%����$��
��p�� SIS, demineralized cortical bone ��#� 
ovalbumin �����),�������*
����
$%&�
-�(�� "�����
���7��4-�{	����
����
$%&�
-�(��                    
�	��)���/$%& 3, 6, 12 "�� 24 '�$%&���7�

��21
3�-��(� ����7�
$%&p�� SIS ��#�  demineralized 
cortical bone 	�	 3 ��)���/ ��
3*�$%&�
���1�		��	�
��7�
�%
��"$�
������ mononuclear 
cells "���,�� -��(��%�	#���,#&��
���1�	���(�	 3 ��)���/"�
-��%
����
�(�	�
���1�	 "��                               
6 ��)���/ -��%
�������
����
�	�	�$%&��
p�����, SIS "����(� SIS �)0	����
$%&�%����                     
�������	
����
	��
���7��4-�{	����
����
���(�	
����
$%& �
�������
-�(�����                             
71��)0	)���,�	/�	
��	�� SIS ������)0	����
�	
�� (��" �
����
 [37] 

�	
����	
�������
����
	��	���������7���������,��.% ��,���7           

��"�����
�������(��%��(�� r ���� ��/�����
����
 (osteoblasts) ��(	 alkaline phosphatase 
activity assay "�� osteogenesis specific gene expression ��(	 collagen type I, 
osteopontin, ALP, RUNX2, bone sialoprotein "�� osteocalcin �)0	��	 ��#����,��.%
��,����%                           
�-#&���������/��
3*�$��
�,6�- ��(	 
��$�� von Kossa staining �)0	
��,����%�	#���,#&�                 
�-#&���
������"��� %,�$%&�
���1�	 alizarin red staining �)0	
��,����%�	#���,#&��-#&�                     
��������/"��� %,��	�	#���,#&� �	)9 �.2. 1992 Gutkin "���*� ���21
3�
��
���
����	             

�������
����
$%&�
���1�	'��$%& (ectopic site) ��,
����
	������
��
�������
����
���, DBM                
 1&��	
����������/�1�
�������
����
���(��,
����������/7�

��"�����
�������(��%�               
��� osteoblasts �#� alkaline phosphatase activity -��(� �	��)���/$%& 1 ���
����	                   

�������
����
�%
��"�����
��� alkaline phosphatase activity �	������&��                            
�	��)���/$%& 2-3 �%����� alkaline phosphatase activity ����1�	 "���	��)���/$%& 4-6 ��������                            
alkaline phosphatase activity ��$%& [39]  1&� alkaline phosphatase $%&
�(���1�	��	                         
�)0	 hydrolase enzyme �	���	1&�$%&-��,�(�	�,#&��
��� ��/��� osteoblasts  1&��%���������4            
�(�
����	
�������
����
 (bone formation) "��
����	
������"�(.��
 (mineralization) 



 

 1&� alkaline phosphatse �������)0	����(��%�$%&�����4���
���7��4-�{	����� ��/�����
����

��� [38] �	
��21
3��
%&,�
��
�������
����
��������� alkaline phosphatse �)0	����(��%�            
���  1&�-����������	� ��/ preosteoblasts "�� osteoblasts ���$���
���7��4
���)�%&,	")��
�� � �  ��/ � - � � � �%� , � � ) � )0 	 �  ��/  osteoblasts � �� � � �� � � 7-� � �� �� � ,                                                
��.% immunohistochemistry [40]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

����� 3 

��S�M�	�����	���I
' 

���O	�� 

���O	�� (Target population) '���������
����
3���������(���#&�����,
��                  
'(�����)�%&,	�����(��$%,� 

���O	����HQ��
��'Q	� (Sample population) '���������
����
3���������(�
��#&�����,
��'(�����)�%&,	�����(��$%,� ���-,����7
8���
�*/ �6�
�����$, 

��gh(�	��
M��K����J	
e�W	 (Inclusion criteria) '���������
����
3���������(�
��#&�����,
��'(�����)�%&,	�����(��$%,�$%&��(�%
����
���$%&�
��7�

�������#�� "��,�	,��                 
$%&7������(���	����
����7�,	%� 

��gh(�	��
M��� (Exclusion criteria) '���������
����
3���������(���#&��                
���,
��'(�����)�%&,	�����(��$%,�$%&�%
����
���$%&�
��7�

�������#�� "����(,�	,��$%&7�                   
�����(���	����
����7�,	%� 

���K����K����NOJN��	���I
' 

1. Autoclave (Hydroclave Harvey, USA) 

2. Automatic adjustable micropipette (Eppendorf, Germany) 

3. Balance (Sartorius) 

4. Beaker (Pyrex, USA) 

5. Centrifuge, microcentrifuge high speed (Eppendorf, USA) 

6. Centrifuge, refrigerated centrifuge (Beckman, USA) 

7. CO2 cell culture incubator (Forma Scientific, England) 

8. Combs (BIO-RAD, USA) 

9. Cuvette 80-100 µl 

 



 

10. Cylinder (Pyrex, USA) 

11. Digital timer 

12. Electrophoresis chamber set (BIO-RAD, USA) 

13. Flask (Pyrex, USA) 

14. Forceps, operation blade 

15. Freezer -80oC (Forma Scientific, USA) 

16. Laminar flow hood (Newlab, USA) 

17. Multiskan EX (Thermo) 

18. Pulverisetto (Fritsch, Germany) 

19. Ultrasonic 

�
�MH�H���g(���NOJN��	���I
' 

1. 6-well plate, 24-well plate, 96-well plate (corning, USA) 

2. Pierce® BCATM protein assay kit 

3. Cell culture flask: T25, T75 (Falcon, USA) 

4. Cell scraper (Corning, USA) 

5. Centrifuge tube,sterile (Elkay, USA) 

6. Clorox 

7. Cryovial tube (Corning, USA) 

8. Disposable gloves 

9. Gel foam® 



 

10. Glass pipette (Witeg, Germany) 

11. Micro tube 1.5 ml (BIO-RAD, USA) 

12. Microscope glass cover slips (Chance, England) 

13. Needle, sterile (Nipro) 

14. PCR marker (Bio-Rad, USA) 

15. Pipette tip (AxyGen, USA) 

16. RNA isolation RNeasy Mini kit (Qiagen) 

17. SuperScriptTM III Platinum® One-Step quantitative RT-PCR system     
(Invitrogen) 

18. Syringe disposable (Nipro, Japan) 

�	��������NOJN��	���I
' 

1. 2-amino-2-methyl-1-propanol (Sigma, USA) 

2. Absolute ethanol (Merck, USA) 

3. Acetic acid glacial (Merck, USA) 

4. Agarose molecular biology grade (Sigma, USA) 

5. Ascorbic acid 

6. Betadine 

7. Bovine serum albumin (Sigma, USA) 

8. Brij 35 

9. Bromophenol blue (Sigma, USA) 

10. Calcium reagent Arsenazo III  



 

11. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

12. Ethanol 

13. Ethidium bromide (Sigma, USA) 

14. Fetal bovine serum (Hyclone, USA) 

15. Formaldehyde (Sigma, USA) 

16. Hydrochloric acid (Merck, USA) 

17. Hydrogen peroxide (Siribuncha, Thailand) 

18. Isopropyl alcohol   

19. Oligonucleotide primers (BSU, Thailand) 

20. Para-nitrophenol (pNP) (Sigma, USA) 

21. Para-nitrophenyl phosphate (pNPP) (Sigma, USA) 

22. Pennicillin/Streptomycin (Sigma, USA) 

23. Pepsin 

24. Phosphate buffer saline (PBS) 

25. Potassium chloride (Sigma, USA) 

26. Potassium dihydrogen phosphate (Sigma, USA) 

27. Sodium chloride (Sigma, USA) 

28. Sodium citrate (Mallinckrodt) 

29. Sodium hydroxide 

30. Sodium phosphate (Sigma, USA) 



 

31. Thiopental sodium 

32. Tryphan blue (Sigma, USA) 

33. Trypsin (Sigma, USA) 

34. α-Minimum Essential Medium with L-Glutamine (Hyclone, USA) 

35. β-Mercaptomethanol (Sigma, USA) 
 

�	���Y��������J��[� 

1. 7��	�	���� ��/ 

2. ����� alkaline phosphatase activity 

3. )����*�)��%	 

4. 6�-�(�,7�

��$�� agarose gel electrophoresis 

5. �(������������"�� DNA/RNA �	 agarose gel electrophoresis 

6. 6�-�(�,���	�	#�����7��������/���,
����7
�$��2	/ 

������$������$%&���$��
���
����,
��7���
��"����	$1
�����-������/ 
 

�	������	�!(�	�!J���j��
���	� 


���
������,(���,#&��
��
����
 

$� �
� � �
� ��( �	��� 	 � ,#& ��
� � 
���� 
7�

���� 
$%& �� ���
�	
��'( ��� �                         
�)�%&,	�����(� ��,$��
�������#�
'�������(������
��7�
'���������
����
3���������(���#&��                      
���,
��'(�����)�%&,	�����(��$%,� $%& ��(�%
����
���$%& �
��7�

�������#��  "��,�	,��                           
$%&7������(���	����
����7�, 

 

 



 


��",
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 

 	���,#& ��
��
����
 (periosteum) 7�
���������$%& ���#&�,�	,�������(��
��� �
���� 7� ,  $� ������������,�� � � ��# ��$%& �� � �,#& ��
� � 
���� 
��
�� �,  α -MEM                                
(α-minimum essential medium) $%&�%����������	 penicillin/streptomycin 200 �	(�,/��������� 
7�
	��	$��
������,#& ��
��
����
����%���	�	�� 1x1 ����� ���� "���	�����	�	#� � �,#& �$%& ���                          
������	 T25 flask "����%�,�� ��/�	�������%�,�� ��/�	�� α-MEM $%&�% 10% fetal                         
bovine serum (FBS) "�� penicillin/streptomycin 200 �	(�,/��������� $��
���-����%�,�                            
$%&�
*�6��� 37°C 5% CO2 7�
	��	��#&�� ��/�%
���7��4��,��� r ���	�	#���,#&� "���$��
��                       
�-�&�7��	�	� ��/���,
����
� ��/��
7�
 flask ���, 0.25% trypsin/EDTA "���$��                         

����%�,�� ��/$%&����	 T75 flask $%&�%�������%�,�� ��/�	�� α-MEM $%&�% 10% fetal bovine serum 
"�� penicillin/streptomycin 100 �	(�,/��������� $%&�
*�6��� 37°C  5% CO2 


�����%,� demineralized bone matrix 

 
����	
��$�����������
����
 

	��
����
$%&������������%���	�	��)����* 1 	��� ��(���	�%
�
��/                             
�	�� 4 ���� $%&�%  0.01X  Allowash solution (Brij 35) "���	���)����-������,(�����                         
��#�������#&����&	���$#�	����������� (sonicator) �)0	����)����* 15 	�$% $�� ���7��	�	  3 �����  
����7�
	��		��
����
���������,	���
��&	  "���$��
������ 3% H2O2 -����
��	���)��,(�����    
(��#� sonicate) �)0	����)����* 15 	�$% $�� ���7��	�	  3 ����� "���������
���,	���
��&	  
7�
	��	$��
������ 70% isopropyl alcohol  -����
��	���)��,(����� (��#� sonicate) �)0	����
)����* 15 	�$% $�� ���7��	�	 3 �����  7�
	��	����	���
��&	"���	���)��,(����� (��#� sonicate) 
�)0	����)����* 15 	�$% $�� ���7��	�	 2-3 ����� $��
��,��,���	
����
$%&�����(�� centrifuge 
tube �	�� 50 ��������� "���	���) prefreeze ���	���$%&�
�����,�("������ $�����"������,                
�����,�	 (lyophilization) ��,	���������#&��  freeze drier  �-#&�$�����"���)����*  2-3 ��	                 
	��
����
$%&����)���)0	'�"���$��
�����
����	�����, seive 	��'�
����
$%&����
��$%& -80ºC 


����)����*�
�#�"�(����	#���,#&�
����
 

 	��'�
����
$%&�����(���	6��	�$%&�%�	����4( "���$��
������ 0.1 N HCl  
)������  10 �$(����)����*'�
����
$%& ��(���) 7�
	�� 		�� �)��,(�$%&������� ����                             
250 ����(�	�$% �)0	���� 45 � 60 	�$% "���	����
��7�
���#&����,(������'�
����
               



 

�
��
�	  "���$��
���$ HCl ��
������#�"�('�
����
 7�
	��	$��
������ 0.1 N HCl ���(              
��,$��
���)�%&,	 0.1 N HCl $

 r ��&���� 7	��� 8 ��&���� ��#&��������$��
������'�
����

���,	���
��&	-����
����,(��)0	���� 5 � 10 	�$% 7��	�	  3 � 4 ����� 7�
	��		�� DBM $%&�����(                 
���	 centrifuge tube �	�� 50 ��������� $��
�� prefreeze �-#&����	���$%&�
�����,�("������                
"���$�� lyophilization ��,	���������#&��  freeze drier �-#&�$�����"���)����* 1-2 ��	 	�� DBM  
$%&����
��$%&�
*�6��� -80 ºC 
(�	$%&7�	���)������'(�	
����	
��)��27�
��#�� (sterilization) ��,

���� ethylene oxide gas 
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3��-#&���)����*"��� %,� (calcium assay) 

	�� DBM )������ 20 
��� ��(���	����"
��$%&�% 1 N HCl "���	���)���                 
�������	$%&�
*�6��� 90°C  �)0	���������#	�-#&���� DBM ����,��� 7�
	��		��                         
�������,$%&������7���)����*"��� %,�$%&���#��,�(���, calcium reagent Arsenazo III                         
��,��� reagent Arsenazo )������ 1,250 ��������� "���������,����,(��)������                           
25 ��������� "�������$�������)0	���� 60 ��	�$% "���$��
������(�
�����
�#	"��$%&����,����#&	 
650 	��	���� 	���(�$%&������	�*��)����*"��� %,�$%&���#��,�( (DBM $%&	��������	
����7�,   
�����%)����*"��� %,�$%&���#��,�(��(�
�	 3% ���)����*"��� %,�$������$%&�%) 


�����%,� small intestinal submucosa (SIS) 

 	� ��� � ��� � �� 
��������$%& � �� 7 �
� �� ( ��� ��/ �� � �$� �������������                               

�
����� ����	��
������ 7�
	��		�����������)0	���	�	��)����* 3 	��� "���$��                          

����
���	 muscularis externa "�����	 serosa ��
 	��������$%&�����
���������	�	��
                           
$��
��������	 mucosa (���	$%&�%��
3*��)0	��#�
���	�	�
�) ��
�-#&�������#�"�(���	 submucosa 
�������������$(�	��	  "���	���)"�(���, 70% ethanol 	�����	$%&���"�(�		��� sterile cold deionized 
water $%&�% antibiotic (penicillin + streptomycin 200 �	(�,/���������) �)0	���� 2 ��&����                  
	��������������	 submucosa $%&����%��
3*��,#&���� r ���������#&����)�¡	 (grinder mill)                      
�������%,� 7�
	��		����"�(�	 3 % acetic acid '��
�� 0.1% pepsin �)0	���� 48 ��&���� 
7�
	��	 $��
������
����
���������,	���
��&	 ��#� phosphate buffer saline  "���	��                         
�(�	$%&�����(���	 centrifuge tube �	�� 50 ��������� 	���)"�("����-#&�$��
�� prefreeze                        
���	���$%&�
�����,�("������ "���$�� lyophilization ��,	���)�������#&��  freeze drier  (���,�
*�6���    
-55oC  �)0	����)����*  2 ��	7	"����	�$) 	�� SIS $%&����
��$%&�
*�6��� -80oC 
(�	$%&7�	���)���
���'(�	
����	
��)��27�
��#�� (sterilization) ��,
�������, ethylene oxide gas 
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3�'���� SIS "�� DBM �(�
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 

$��
��$����'���� SIS, DBM "�� SIS '��
�� DBM �(�
���-�&�7��	�	   
���� ��/��	
�� �	��7�
�,#& ��
��
����
  ��		�� � ��/��	
� � �	��7�
�,#& ��
��
����
��                      
�-����%�,��	 T25 flask $%&�%�������%�,�� ��/�	�� α -MEM '��
�� 2% FBS "��                      
penicillin/streptomycin 100 �	(�,/���������  1&����� ��/���&���	 5x104 � ��/ /flask                               
"���$��
��
���
�	���,���
���
�	$%&"�
�(��
�	 ���	%� 

-  
���
�	���, SIS 5, 10, 20 �����
���/flask  
-  
���
�	���, DBM 5 �����
���/flask 
-  
���
�	���, DBM 2.5 �����
���/flask '��
�� SIS 2.5 �����
���/flask 
-  
�
(�����
� (��(������
��
���
�	) 

"���$��
���-����%�,��)0	���� 0, 3, 5, 7 "�� 10 ��	 7�
	��	$��
����������/
���7��4                       
�-�&�7��	�	���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
  1& ��� ������/7�
7��	�	� ��/���,��.%                   
tryphan blue staining assay �)�%,��$%,�
��
�
(�����
�$%&��(������
��
���
�	 SIS ��#� DBM 
��,��#&��������$��
���
��������� ��/���, 0.25% trypsin/EDTA  ���	 centrifuge tube 
�	�� 15 ���������  $��
��)�¡	���%&,�$%& 2,000 ����(�	�$% �)0	���� 5 	�$% �
����
�	� ��/$%&��� 
"���$��
������,��
�	� ��/���, 1 ��������� ��� α-MEM "���$��
��)+�)��������,                  
� ��/)������ 25 ��������� '��
�� 25 ��������� ��� tryphan blue 7�
	��	$��
�����                    
�� hemocytometer "���$��
��	��7��	�	� ��/$%&��(����%,���'(�	
����7
�$��2	/ (�	
��	��
7��	�	� ��/7�$��
��	���l-��� ��/$%&�%�%����,�(7���(����%,������ tryphan blue                             
�(�	� ��/$%&��,7�����%,������ tryphan blue �)0	�%	������	)  
 

�����	�*7��	�	� ��/ 
 7��	�	� ��/$%&�%�%��� = �(��l�%&,���7��	�	� ��/$%&��(����% x 104 x dilution factor 
   104 �#� )�������(��	1&� square 



 

 
 

��)$%& 6 hemocytometer $%&����	
��	��7��	�	� ��/ [41] 
 
 

 

��)$%& 7 ��
3*���� hemocytometer [42] 
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3�
��"�����
���,%	$%&�(��%��1�
���)�%&,	")���)�)0	� ��/
����
 

 
���
�� RNA ���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 

 	��� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
$%&����-����%�,��	 T25 flask �	�����                
��%�,�� ��/�	�� α-MEM '��
�� 2% FBS "�� penicillin/streptomycin 100 �	(�,/ ��������� 
7�
	��	$��
��
���
�	���, SIS 5 �����
���, DBM 5 �����
���, SIS '��
�� DBM                       
�,(���� 2.5 �����
��� "��
�
(�����
� (��(������
��
���
�	) $��
��
���
�	�)0	���� 0, 3, 5, 7 
"�� 10 ��	 ��#&��������$��
���
�� RNA 7�
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
���,                         
RNA isolation RNeasy Mini kit (Qiagen) ��,$��
���
��������� ��/��#&�
���
�	���                     
���� 0, 3, 5, 7 "�� 10 ��	 ���, 0.25% trypsin/EDTA 	��� ��/$%&������	 centrifuge tube               
�	�� 15 ��������� "���$��
��)�¡	���%&,� $%& 2,000 ����(�	�$% �)0	���� 5 	�$% �
����
�	� ��/
$%&��� �(���$��
��
��7�,��
�	� ��/���, RLT buffer 350 ��������� $%&�% β-Mercaptoethanol                            
3.5 ��������� 7�
	��	$��
�� homogenize ��,'(�	��������/ 20 (���	'(�	2�	,/
���                           
0.9 ���������) )����* 5 ����� "������� 70% ethanol )������ 350 ��������� "���'�����                 
����
�	���,)+�)� ,��, 700 ��������� �������,(��$%&������	 RNeasy mini column                          
"���$��
��)�¡	���%&,�$%& 10,000 ����(�	�$% �)0	���� 15 ��	�$% 7�
	��	�$�������,$%&'(�	              
�����$��� $��
������ RW1 buffer 700 ��������� "���$��
��)�¡	���%&,�$%& 10,000 ����(�	�$%  
�)0	���� 15 ��	�$% 7�
	��	�$�������,$%&'(�	�����$��� "������� RPE buffer  500 ��������� 
"���$��
��)�¡	���%&,�$%& 10,000 ����(�	�$% �)0	���� 15 ��	�$% 7�
	��	�$�������,$%&'(�	              
�����$��� 7�
	��	���� RPE buffer 500 ��������� "���$��
��)�¡	���%&,�$%& 10,000 ����(�	�$% 
�)0	���� 2 	�$% 7�
	��	�$�������,$%&'(�	�����$��� ,��,��������	 collection tube ���(                
"���	���))�¡	���%&,�$%& 15,000 ����(�	�$% �)0	���� 1 	�$%  ,��,��������	 collection tube 
�	�� 1.5 ��������� "������� 50 ��������� RNase free water ���	�����	/ 7�
	��	$��                    

��)�¡	���%&,�$%& 10,000 ����(�	�$% �)0	���� 1 	�$% $��
����������/�������	��	 total RNA                
$%&������, spectrophotometer $%&�(�
�����
�#	"�� 260 	��	����  

 

 

 

 



 


�����������/ cDNA ���,��.% Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 
(RT-PCR) 

 
�����������/  cDNA ���,%	 osteoblastic marker ���,��.%  RT-PCR                       
��,��� RNA $%&�
������)0	��	"���	
�����������/ cDNA "����� primer $%&7���-��                         
�(�,%	$%&����
�
��"�����
��� alkaline phosphatase (ALP), Runt-related transcription 
factor 2 (RUNX2) "�� collagen type I (COL I) ���	%� 

�����$%& 2 �������������-�/����/ 
 

Name Sequence (5�-3�) 
Size product 

(bp) 
Tm 
(°C) 

Runx2 
Forward : 5� CCCCACGACAACCGCACCAT 3� 
Reverse: 5� CACTCCGGCCCACAAATC 3� 

270 64 

ALP 
Forward : 5� TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA 3� 
Reverse: 5� ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC 3� 

453 60 

COL I 
Forward : 5� TAACCACTGCTCCACTCTGG 3� 
Reverse: 5� GGACACAATGGATTGCAAGG 3� 

461 60 

GAPDH 
Forward : 5� ACCACAGTCCATGCCATCAC 3� 
Reverse: 5� TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3� 

452 60 

 


��$�� RT-PCR ���, SuperScriptTM III Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System 
(Invitrogen) ���&�7�

�����%,� master mix  1&��%���/)��
��   ���	%� 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

�����$%& 3 ���/)��
�� RT-PCR 

Component Volume/reaction 

2X Reaction Mix 

Template RNA (0.01 pg - 1 µg) 

Sense primer (10 µM) 

Anti-sense primer (10 µM) 

SuperScriptTM III RT / Platinum® Taq Mix 

Autoclaved distilled water 

25 µl 
 

X µl 
 

1 µl 
 

1 µl 
 

2 µl 
 

To 50 µl 

 1&�����6����	
��$�� RT-PCR ���	%� 

�����$%& 4 �6����	)��
���,� RT-PCR 
 

Step Temp (°C) Time (min) 

cDNA synthesis 50 45 

Denaturation 95 10 

PCR amplification 

   Denaturation 

    Annealing 

   Extension 

 

94 

60 

72 

 

0.30 

0.30 

0.40 

35 cycles 

Final extension 72 10 
 



 

7�
	��	$��
����������/
��"�����
���,%	 RUNX2, ALP, COL I "�� 
GADPH (�)0	 internal loading control) 7�
'���6�*5/$%&���7�

��$�� RT-PCR ���,��.%    
electrophoresis ��,��� 2% agarose gel "�����7��������/�����������"�� DNA $%&-����,            
���#&�� Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA) �)�"
�� Quantity One 
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3�'���� DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �(�
��-�{	��)�%&,	")�����                      
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/
����
 (osteoblast differentiation)  

$��
��21
3�'���� DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �(�
��-�{	�
� ) �%& , 	 " )� � � � � �  � �/ �� 	 
� � � 	� � 7 � 
 � ,#& � �
� � 
 � � �� 
 � ) � )0 	 �  � �/ 
 � � �� 
 �� � ,                                         
��.% alkaline phosphatase assay  1&��)0	
��21
3�7�
�����
��$����	 (activity) �����	� �/                               
alkaline phosphatase $%&�,�(�����*'	��� ��/ ��,$��
���-����%�,�� ��/��	
���	��7�
                     
�,#&��
��
����
�	 T25 flask $%&�%�������%�,�� ��/�	�� α-MEM '��
�� 2% FBS "��                        
penicillin/streptomycin 100 �	(�,/��������� "���$��
��
���
�	   ���	%�  

-  
���
�	���, SIS 5 �����
���/flask  
-  
���
�	���, DBM 5 �����
���/flask 
-  
���
�	���, DBM 2.5 �����
���/flask '��
�� SIS 2.5 �����
���/flask 
-  
�
(�����
� (��(������
��
���
�	) 
 

�)0	���� 0, 3, 5, 7 "�� 10 ��	 7�
	��	$��
������ sterile deionized water �
*�6��� 4°c            
)�� ����  2 �� ��� �� ��  $� �
� ��� � � ��/ �� �,  scraper � ����� � ��/ $%& � �� � � �	                        
centrifuge tube �	�� 15 ��������� 7�
	��	$������ ��/"�
���,���#&����&	���$#�	                         
����������� (sonicator) $%& 30% amplitude �)0	���� 30 ��	�$% 7�
	��	)+�)��������,                
����,(�� 200 ��������� $%&������	 96 well-plate $��
������ 40 ��������� ��� p-nitrophenyl 
phosphate (p-NPP) 7�
	��	$��
���(�$%&�
*�6��� 37°C $%&�#��)0	���� 20 	�$% ��#&����                       
����$��
������ 10 N sodium hydroxide )������ 10 ��������� �-#&��,
�)��
���,�                        
"���$��
�����)����*����������	��� p-nitrophenol (p-NP) $%& �
���1�	  (�% ���#��) ���, 
microplate reader $%&�(����
�#	"�� 405 	��	���� 7�
	��	$��
�����	�*��������/�����
��
$����	��� alkaline phosphatase ��,�)�%,��$%,�
��)����*�)��%	$���������� ��/ 
 
 
 



 

 
 

�����	�* extinction coefficient ��� para-nitrophenol 

�����$%& 5 
�����(� extinction coffecient ��� p-NP 

)������ 50 µM p-NP 

(���������) 

)��������� deionized water 

(���������) 

����������	��� p-NP 

(����������/) 

0 250 0 

50 200 10 

125 125 25 

200 50 40 

  	�� p-NP $%&���%,����	 96 well-plate 7�
	��	$��
������(����
�#	"��$%&                   
405 	��	���� ����7�
	��	$��
�����	�*�� extinction coefficient ��� p-NP 7�
�(�                 
���
�#	"��$%&���
������������	��� p-NP 


����������/)����*�)��%	 

$��
����������/��)����*�)��%	$���������, Pierce® BCATM protein              
assay kit ��,$��
�����%,��������,������	��������$%& 6 "�� 7 7�
	��		���������,
����,(��$%&���7�

��$������ ��/"�
���,���#&����&	���$#�	����������� (sonicator) �	
��
��������/�����$����	��� alkaline phosphatase "���������,������	$%&���                              
)+�)� 25 ��������� ���	 96 well-plate $��
�����%,��������, working reagent                    
(reagent A : reagent B) (50:1) "���$��
��)+�)� 200 ��������� ���	"�(����
�$%&��(
�������,����,(�� 7�
	��	$��
���(�$%&�
*�6��� 37°C �)0	���� 30 	�$% ��#&��������$��
�����
�(����
�#	"��$%& 570 	��	���� $��
�����	�*��)����*�)��%	$������   

 

 



 

 

 
�����%,��������,������	 bovine serum albumin (BSA) (����������	 
stock ��� BSA = 2,000 �����
���/���������) 

���	%� 

�����$%& 6 
�����%,��������,������	 BSA 

(�	�(������������	 5 - 250 �����
���/���������) 

����$%& 
)������ diluents 

(���������) 

)������ BSA 

(���������) 

����������	 BSA 

(�����
���/���������) 

1 700 100 ��� stock 250 

2 400 400 �������$%& 1 125 

3 450 300 �������$%& 2 50 

4 400 400 �������$%& 3 25 

5 400 100 �������$%& 4 5 

6 400 0 0 (blank) 

 

 

 

 

 

 

 



 

�����$%& 7 
�����%,��������,������	 BSA 

(�	�(������������	 20 - 2,000 �����
���/���������) 

����$%& 
)������ diluents 

(���������) 

)������ BSA 

(���������) 

����������	 BSA 

(�����
���/���������) 

1 0 300 ��� stock 2,000 

2 125 375 ��� stock 1,500 

3 325 325 ��� stock 1,000 

4 175 175 �������$%& 2 750 

5 325 325 �������$%& 3 500 

6 325 325 �������$%& 5 250 

7 325 325 �������$%& 6 125 

8 400 100 �������$%& 7 25 

9 400 0 0 (blank) 
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3������������	
��
���
�	����
��
�������
����
���(�	�	�
$���� (Wistar rat) ���'�� ��,
 10 ��)���/ 	����	�
 200-250 �����
��� 7��	�	 8 ��� ��,$��
��
"�(��)0	
�
(�����
� "��
�
(�$����$%&$��
��p��   ���	%� 


�
(�����
�  - Gel foam® 


�
(�$����  -  
���
�	���, SIS 20 �����
���       

  -  
���
�	���, DBM 20 �����
���      
  -  
���
�	���, DBM 10 �����
��� '��
�� SIS 10 �����
��� 

$��
����������	�$�����,(��	��, 4 ��& � ���  7�
	��	��& �	�� ��	�
�	�                     
"�( ���� �  "�� �$� �
������	� ��,��� ,����  thiopental sodium ���� ������ 	                                      
60 �����
���/��������� �(� 10% 	����	�
����	�$���� (
���) $���(��$��� $��                            

������	��� ��*����"����	����������	�$���������� $��
������$��������������,                      
70% ethanol "��	�� �,������%	��� ��*$%& 7�$��
��'(����  7�
	��	$� �
��
�%�'���	� �                           
"��",
��� 	
�� �� �	#� �  "�� �$� �
� �p� ��� ��� ��,( � �� � �	��� 	
�� �� �	#� �  $� �
� � �,� �                          
)+� 2 ���	 ������	
�����	#��"�����	'���	�� "���$�	���,������%	�����*"'�$%&�,�� $��
��                        
p���)0	���� 6 ��)���/ 

 

��)$%& 8 ���"�	(�$%&$��
��p���	����/$���� 

 ��$#����!)� 

��$#����!)� 



 

����7�
���
���	� 6 ��)���/ 	���	�$������&�	����	�
�	�"�(����� "���$��
������	�                     
��,���,���� thiopental sodium ����������	 60 �����
���/��������� �(� 10% 	����	�
����	�
$���� (
���) $���(��$��� 7�
	��	$��
������	�����*������	����������	�$����������                    
7�
	�� 	$� �
� � � �� �$� ������������ �,  70% ethanol "��	�� �,� �����% 	��� � �*$%&                              
7�$��
��'(���� $��
��
�%����	'���	��",
��
��� ���	���	
�����	#����� ��*$%&$��
��p��                             
��& � 
���
� 	  �� �
�� �� �	#� � ��� r  ��� � �*$%& $� �
��p� ������ ��,( � �  	� ���� 	 �	#� �$%& �� �"�(                                       
���	 10% formaldehyde 7�
	��	$��
����������/���,
����7
�$��2	/ ��,$��
��,��� 
hematoxylin & eosin �-#&����7��������/)����*���
����
$%&������1�	���( 

�	������	�!(�J��[� 

���������-��*	� (descriptive statistics) �)0	�����$%&�
%&,�����
��
���
��
������������ "��
��	����	������� ��,7�"����)0	 �(��l�%&, (mean) �(���%&,���	������	 
(standard deviation) �	��)"��
���"������� 

����������	
��	 (inferential statistic) �)0	�����$%&�����
)'����)����
�                 
�-#&�����	
���)�%,��$%,�����"�
�(��$�����������(��
�
(�$���� ���"
( unpaired t-test 
��������)�%,��$%,��(��l�%&,��������� 2 
�
(�$%& �)0	������(�
�	 ANOVA �������                          
�)�%,��$%,��(��l�%&,��

�(� 2 
�
(�$%&�)0	������(�
�	 ��#� Chi-square tests �������                     
$�����������-�	./������")�$%&7��"	
�)0	
�
(� (categorical data) "�� correlation                  
����������7����������-�	./����(�����")��(��	#&�� 2 ���")� "�������"�
�(��                   
����(��
�
(�$����"��
�
(�����
� ��,7��#��(�����"�
�(��	��	�%	�,�����4$�������                 

��(���#&� p < 0.05 



 

�����  4 

T��	������	�!(�J��[� 

T��	������	�!( 


��21
3������������	
��
���
�	����
��
�������
����
������������
��� 
���	�������� �"���	#��
����
$%&'(�	
����)����*�
�#�"�( �	
��21
3�	%����$��
�����%,�               
������������	 submucosa -��(�����7�
$��
����
���	 muscularis externa "�����	 serosa 
��
 ����������%��
3*��)0	�,#&��%��� �%������	%,� (��)$%& 9) 7�
	��		������������(�	$%&���                     
��)�¡	�������%,���
$%&�
�"�(�	 3 % acetic acid '��
�� 0.1% pepsin �)0	���� 48 ��&���� 
"���$�����"������,
����	
�� lyophilization -��(�����������%
���
�����
�	�)0	
��	                          
$%& �% ������	%,�  ( ��)$%&  10)  "��7�

�� ���%,�  DBM -��( ��%�� 
3*��)0	'��	��                        
����(�� 125 � 850 �����	 �%�%����
(	 (��)$%& 11) 

 

 

��)$%& 9 ��
3*���� (a) ��������� (b) ������������	 muscularis externa  

(c) ������������	 submucosa      

 

(a) (b) (c) 

 



 

 

      

��)$%& 10 ��
3*���� SIS 

     

��)$%& 11 ��
3*���� DBM  

  7�
	��	$��
��",
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 -��(�����7�
$��
��
�-����%�,��	#���,#&��	 T25 flask �-#&�$��
��",
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�)0	���� 7 ��	 
-��%� ��/�7��4�-�&�7��	�	��%,��������������	�	#���,#&� (��)$%& 12)"����#&�� ��/�%7��	�	��
�1�	                     
71�$��
���-�&�7��	�	� ��/��,
����
� ��/��
7�
6��	��-����%�,����, 0.25% trypsin                         
$��
���-����%�,��	 T75 flask $%&�% α-MEM, 10% FBS "�� penicillin/streptomycin                       
100 �	( � , /�� � �� �� � �  -� �( � �  ��/ �� 	 
� � � 	� � 7 � 
 � ,#& � �
� � 
 � � �� 
 �% �� 
 3*���� � ,                                  
� ��/ fibroblast (��)$%& 13) ��#&�� ��/�7��4�-�&�7��	�	��
�1�	7	����6��	��-����%�,� "���71�	��



 

� ��/$%&����)$��
����������/
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
                      
"��
���7��4-�{	��)�%&,	")��� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�)0	� ��/�����
����
 

 

      
       (a) � ��/�7��4�-�&�7��	�	��,���      (b) � ��/�7��4�-�&�7��	�	��,��� 
                 �,#&��
��
����
�	��	$%& 7                                    �,#&��
��
����
�	��	$%& 14       

��)$%& 12 � ��/�7��4�-�&�7��	�	��%,������������,#&��
��
����
 (
������,�, x10) 

 

 

��)$%& 13 ��
3*�� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 (
������,�, x10) 

*�0�-�1$�'!)������� 

� ��/�7��4�-�&�7��	�	��,����,#&��
��

����
 



 

'�
����������/
��21
3�������������� SIS "�� DBM �(�
���7��4�-�&�7��	�	���                    
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 

 7�

��21
3�'���� SIS "�� DBM �(�
���7��4�������-�&�7��	�	                          
���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�	
����7�,	%� ���
����
$%&'(�	
����)����*�
�#�"�(                     
$%&�%)����*"��� %,����#��,�(	��,
�(� 3% "�����7��	�	� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
          
���&���	 5 x 104 � ��//flask �$(�
�	$


�
(�
��$���� 7�
	��	$��
��
���
�	� ��/��	
���	��                 
$%&���7�
�,#&��
��
����
 "���$��
��	��7��	�	� ��/$%&�%�%������,��.% tryphan blue staining assay 
��#&���� 3, 5, 7 "�� 10 ��	����7�
$%&
���
�	   

 

��)$%& 14 '���� DBM �(�
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/ (* p<0.05) 

��)$%& 14 "���'�
��21
3�������������� DBM �(�
���7��4�-�&�                   
7��	�	���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 -��(� � ��/�,#&��
��
����
��#&���

���
�	               
���, DBM 5 �����
��� �	��	$%& 5 � ��/�%7��	�	 1.3 x 105 � ��/ ��	$%& 7 � ��/�%                                   
7��	�	 2.99 x 105 � ��/ � ��/�%
���-�&�7��	�	�1�	�,(���%	�,�����4 (p<0.05) ��#&��$%,�
��                     

�
( �����
 �$%& � �( �% 
 ��
���
� 	  "�� �-�& ��� � �1� 	 �,( � ��( � �	#& � �   1& � 7 � �-�& � �1� 	�� � $%& �
 �                                      
�	��	$%& 10 ����7�

���
�	� ��/�%7��	�	 3.3 x 105 � ��/ � ��/�%
���-�&�7��	�	�1�	                              
�,(���%	�,�����4 (p<0.05) ��#&��$%,�
��
�
(�����
�$%&��(�%
��
���
�	 



 

 
��)$%& 15 '���� SIS �(�
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/ (* p<0.05) 

 

��)$%& 15 "���'�
��21
3�������������� SIS �(�
���7��4�-�&�7��	�	                     
���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 ��,
���
�	���, SIS �	)����*"�
�(��
�	 -��(��	
��

���
�	���, SIS )����* 5 �����
��� �	��	$%& 7 �%'��(�
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/����1�	�,(��
�%	�,�����4 (p<0.05) � ��/�%7��	�	 1.78 x 105 � ��/ "���	��	$%& 10 � ��/�% 7��	�	 2.48 x 105 
� ��/ � ��/�%7��	�	�-�&��1�	��
$%&�
� �������� ��/$%&
���
�	���, SIS )����* 10 �����
��� �	��	$%& 
5 ����7�

���
�	� ��/�%7��	�	 1.51 x 105 � ��/ �%
���-�&�����1�	�,(���%	�,�����4 (p<0.05) 
7��	�	� ��/�-�&��1�	����
��	��	$%& 10 ����7�

���
�	 �%� ��/)����* 2.49 x 105 � ��/ "���	

��
���
�	���, 5 ��#� 10 �����
��� �	��	$%& 10 ��("�
�(��
�	�	$������� �(�	� ��/$%&
���
�	���, 
SIS )����* 20 �����
��� -��(��	��	$%& 5 �%7��	�	� ��/�$(�
�� 1.04 x 105 � ��/ � ��/�%
��
�7��4�-�&��1�	�,(���%	�,�����4��#&��$%,�
��
�
(�����
� (p<0.05) "�(�%
���7��4�-�&�7��	�		��,

�(��	
�
(�$%&
���
�	���, 5 "�� 10 �����
��� "���������	�(� SIS )����* 5 "�� 10 �����
��� �%
'��	
��
���
�	����
��
���7��4�-�&�7��	�	����%$%&�
� "���)0	)����*$%&������(�
��	��������	

��
���
�	����
��
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/  



 

 

  

��)$%& 16 '���� DBM '�� SIS �(�
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/ (* p<0.05) 
 

 

7�
'�
��$����
(�	�	��$%& SIS )����* 5 �����
��� "�� DBM 5 �����
���     
�%�����������	
��
���
�	
���7��4�-�&�7��	�	����%$%&�
� 71���#�
$%&7����)����*���                    
DBM '��
�� SIS ����)0	 5 �����
��� ��,��� SIS "�� DBM �,(���� 2.5 �����
���                        
�	
��
���
�	  ��)$%& 16 "���'�7�

��21
3�������������� DBM '��
�� SIS �(�                    

���7��4�-�&�7��	�	���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
  -��(��	��	$%& 3 � ��/�%7��	�	                  
1.86 x 105 � ��/ � ��/�%
���7��4�-�&�7��	�	����1�	�,(���%	�,�����4��#&��$%,�
��
�
(�����
� 
(p<0.05) "��� ��/�%
���7��4�-�&�7��	�	����
��	��	$%& 5 �%� ��/�$(�
�� 4.83 x 105 � ��/ � ��/�%

 � � � 7 ��4 �-�& � 7� � 	 �	�� � �1� 	 �,( � ��% 	� , �� � ��4 ��#& � � $% ,�
� �
�
( � ����
 �  (p<0.05)                      
7�
	��	-��(�7��	�	� ��/��(�%
���)�%&,	")�� "���%
�������	��	$%& 10 ����7�

���
�	               
� ��/�%7��	�	 4.13 x 105 � ��/ � ��/�%
���7��4�-�&�7��	�	����1�	�,(���%	�,�����4��#&��$%,�
��

�
(�����
� (p<0.05)   

* 

* 
* 

* 



 

 

��)$%& 17 
���)�%,��$%,�
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 

����7�
���
�	���, DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS  

   7�

�� �)�% ,� �$% ,�
�� �7 ��4 �-�& �7� �	�	��� � ��/ �� 	
� � �	� �7�
                               
�,#&��
��
����
����7�
$%&������
��
���
�	���, DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS                                   
-��(�����7�

���
�	���, DBM '��
�� SIS �%
���7��4�-�&�7��	�	����1�	
�(�                                    

�
(�$%&������
��
���
�	���, DBM "�� SIS �-%,��	����%,�����"�(��	$%& 3 ����7�

���
�	                        
"��-��(���	$%& 7 ����7�

���
�	���, DBM 
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/���
�(��	
�
(�                               
$%&������
��
���
�	���, SIS "����(�� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�%
���7��4�-�&�7��	�	                     
����%$%&�
�����7�

���
�	���, DBM '��
�� SIS 

 



 

'�
����������/
��"�����
���,%	$%&�(��%��1�
���7��4-�{	��)�%&,	")��� ��/��	
���	��      
7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/�����
����
 

7�

��21 
3�
��"�����
�	���� �,% 	$%& � ���
�
�� �7��4-�{	�                  
�)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
 ��,
����������/���, RT-PCR ��,��� primer                    
$%&7���-���(�,%	$%&�%
��"�����
��� alkaline phosphatase, RUNX2 "�� COL I                           
�	
����������/��� RNA $%&�
�����7�
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
$%&
���
�	���,                       
DBM,  SIS, DBM '��
�� SIS "��
�
(�����
� (��(������
��
���
�	) $%&�-����%�,��	�����               
��%�,�� ��/�	�� α-MEM $%&�% 1% FBS "�� penicillin/streptomycin 100 �	(�,/���������                      
�)0	���� 7 ��	 7�
	��	$��
����������/
��"�����
���,%	 RUNX2, ALP, COL I "��                  
GAPDH (�)0	 internal loading control) 7�
'���6�*5/$%&���7�

��$�� RT-PCR ���,                   
agarose gel electrophoresis �-#&�$��
����������/�����
��"�����
��� ALP,                    
RUNX2 "�� COL I ���,���#&�� Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA) �)�"
�� Quantity One  

 
 

RUNX 2 270 bp 
 

                                          
     
 

GAPDH 452 bp          
 

  
 

  
 

   "��$%& 1 maker 
   "��$%& 2 ��(�%
��
���
�	 
   "��$%& 3 
���
�	���, DBM �)0	���� 7 ��	 
   "��$%& 4 
���
�	���, SIS �)0	���� 7 ��	 
   "��$%& 5 
���
�	���, DBM '��
�� SIS �)0	���� 7 ��	 
 

��)$%& 18 
��"�����
���,%	 RUNX2 7�

��$�������,��.% RT-PCR 
 

300 bp 

500 bp 



 

 

 
��)$%& 19 �����
��"�����
���,%	 RUNX 2  

 
 

   ��)$%& 18 "���'�7�

����������/���, agarose gel electrophoresis                   
���'���6�*5/$%&���7�

��$�� RT-PCR ���,%	 RUNX2 -��(� ,%	 RUNX2 �%�	�� 270 bp 
7�
	��	��������/�����������"�� DNA $%&-����,���#&�� Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA) 
�)�"
�� Quantity One -��(�7�
��)$%& 19 �����
��"�����
���,%	 RUNX 2 ����7�
                  

���
�	���, DBM,  SIS, DBM '��
�� SIS "��
�
(�$%&��(������
��
���
�	�%�����
��"�����

�	������(�	 RUNX 2/GAPDH �$(�
�� 0.80, 0.74, 0.78 "�� 0.72 ��������� ����7�

��

���
�	���, DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS -��(��%�����
��"�����
����1�	��#&��$%,�
��

�
(�$%&��(������
��
���
�	 ��#&��$%,�
�	����(��
�
(�$%&������
��
���
�	���, DBM, SIS "�� DBM 
'��
�� SIS -��(�
�
(�$%&
���
�	���, DBM �%�����
��"�����
���$%&�
���#&��$%,�
��
�
(��#&	  
 
 



 

 ALP 453 bp  

         

GAPDH 452 bp 

        
 

   "��$%& 1 maker 
   "��$%& 2 ��(�%
��
���
�	 
   "��$%& 3 
���
�	���, DBM �)0	���� 7 ��	 
   "��$%& 4 
���
�	���, SIS �)0	���� 7 ��	 
   "��$%& 5 
���
�	���, DBM '��
�� SIS �)0	���� 7 ��	 
  

��)$%& 20 
��"�����
���,%	 ALP 7�

��$�������,��.% RT-PCR  
 

 
��)$%& 21 �����
��"�����
���,%	 ALP 

500 bp 

500 bp 



 

  7�
��)$%& 20 
����������/
��"�����
���,%	 ALP ���, agarose gel 
electrophoresis ���'���6�*5/$%&���7�

��$�� RT-PCR -�"����� DNA $%&�%�	�� 453 bp 
7�
	��	��������/�����������"�� DNA -��(�7�
��)$%& 21 ����7�
$%&
���
�	�)0	���� 7 ��	                      
�����
��"�����
���,%	  ALP �	� ��/$%&������
��
���
�	���, DBM, SIS, DBM '��
�� SIS 
"�� 
�
( � $%& � �( � �� �� � 
 � � 
 � � �
� 	  �% � � �� � 
� �"��� ��
 �	�� � � ��( � 	  ALP/GAPDH                               
�$(�
�� 1.31, 1.44, 1.6 "�� 1.25 ��������� -��(�����7�

���
�	���, DBM, SIS "�� DBM 
'��
�� SIS �%
��"�����
���,%	 ALP �	$


�
(�$���$%&������"����(������
��
���
�	  
 
 
COL I  461 bp 

               

GAPDH 452 bp        

      
 
"��$%& 1 marker  
"��$%& 2 ��(�%
��
���
�	 

   "��$%& 3 
���
�	���, DBM �)0	���� 7 ��	  
   "��$%& 4 
���
�	���, SIS �)0	���� 7 ��	 
   "��$%& 5 
���
�	���, DBM '��
�� SIS �)0	���� 7 ��	 
 

��)$%& 22 
��"�����
���,%	 COL I 7�

��$�������,��.% RT-PCR  
 
 
 
 
 
 
 

500 bp 

500 bp 



 

 

 
��)$%& 23 �����
��"�����
���,%	 COL I 

   
  7�
��)$%& 22 
����������/
��"�����
���,%	 COL I ���, agarose gel 
electrophoresis ���'���6�*5/$%&���7�

��$�� RT-PCR -�"����� DNA $%&����%�	�� 461 bp 
7�
��)$%& 23 �)0	'�7�

����������/�����������"�� DNA -��(�����7�

���
�	���, DBM, 
SIS, DBM '��
�� SIS "��
�
(�$%&��(������
��
���
�	 ,%	 COL I �����
��"�����
�	
������(�	 COL I/GAPDH �$(�
�� 1.23, 1.43, 1.52 "�� 1.12 ��������� ����7�
$%&������
��

���
�	���, DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �%�����
��"�����
��� COL I ����1�	 ���$���

�
(�$%&��(������
��
���
�	
��%
��"������,%	 COL I 
 

 
 
 



 

'�
���� ������/
���7��4-�{	��)�%&,	")������ ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
                        
�)�)0	� ��/�����
����
 (osteoblast differentiation)  
 

 

��)$%& 24 '�
��
���
�	��� DBM �(�
���7��4-�{	��)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
                     
(* p<0.05) 

  
 � � �� � � � � ��/ 
 � � � 7 �� 4-�{	 � � ) �%& , 	 " )� � � � � �  � �/ �� 	 
� � � 	� �                                   
7�
�,#& ��
��
����
�)�)0	� ��/��� ��
����
  ��,�� ������/�����
��$����	���                                  
��	� �/ ALP ����7�
��)$%& 24 
���
�	���, DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �$%,�
��                   
)����*�)��%	$������ �)0	���� 3, 5, 7, 10 "����(������
��
���
�	                                            
7�
'�
��$��������7�
���
�	���, DBM �)0	���� 3, 5, 7, 10 "��
�
(�$%&                               
��(������
��
���
�	 �%�����
��$����	�����	� �/�$(�
�� 0.14, 0.09, 0.28, 0.26                                
"�� 0.13 	��	���/	�$%/)����*�)��%	�)0	�����
��� ����7�
$%&������
��
���
�	                              
���, DBM -��(� �	�(�� 5 ��	"�
���
��
���
�	���, DBM �%�����
��$����	�����	� �/ ALP 
��("�
�(��
��
�
(�$%&��(������
��
���
�	 �	��	$%& 7 ����7�

���
�	���, DBM �%�����
��$����	
�����	� �/ ALP ����1�	�,(���%	�,�����4��#&��$%,�
��
�
(�� ��/$%&��(������
��
���
�	 (p<0.05) 
7�
	��	�����	��	$%& 10 ����7�

���
�	 "����("�
�(��
��
�
(�$%&��(������
��
���
�	 

  



 

 

��)$%& 25 '�
��
���
�	��� SIS �(�
���7��4-�{	��)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
                      
(* p<0.05) 

  7�
'�
��$��������7�
���
�	���, SIS �)0	���� 3, 5, 7, 10 "��                       

�
(�$%&��(������
��
���
�	 7�
��)$%& 25 "���'�
��
���
�	��� SIS �(�
���7��4-�{	�
�)�%& ,	")�� � ��/ �� 	
� � � 	� �7�
 �,#& ��
� � 
 ���� 
 �) �)0 	 �  ��/ � �� � �
 ���� 
�% � ��� �                                    

��$����	�����	� �/�$(�
�� 0.14, 0.13, 0.19, 0.31 "�� 0.13 	��	���/	�$%/)����*�)��%	
�)0	�����
��� -��(��	�(�� 7 ��	"�
����7�

���
�	���, SIS �����
��$����	�����	� �/ ALP 
��(�%
���)�%&,	")��"����("�
�(��
��
�
(�$%&��(������
��
���
�	 "����	$%& 10 ���
��
���
�	�%
�����
��$����	�����	� �/ ALP �-�&�����1�	�,(���%	�,�����4��#&��$%,�
��
�
(�$%&��(������
��

���
�	 (p<0.05) 

 
 



 

 

��)$%& 26 '�
��
���
�	��� DBM '��
�� SIS �(�
���7��4-�{	��)�%&,	")���)�)0	                  
� ��/�����
����
 (* p<0.05) 

  7�
'�
��$��������7�
���
�	���, DBM '��
�� SIS �)0	���� 3, 5,                         
7, 10 "��
�
(�$%&��(������
��
���
�	 7�
��)$%& 26 '�
��
���
�	��� DBM '��
�� SIS                         
�( �
�� �7��4-�{	��)�%& ,	")�� �) �)0	 � ��/ ��� ��
���� 
  �% � ����
��$� � ��	���                                
��	� �/�$(�
�� 0.15, 0.10, 0.99, 0.78 "�� 0.13 	��	���/	�$%/)����*�)��%	                                
�)0	�����
��� -��(��	�(�� 5 ��	"�
���
��
���
�	���, SIS �%�����
��$����	�����	� �/ 
ALP ��("�
�(��
��
�
(�$%&��(������
��
���
�	 "������7�
	��	�	��	$%&  7 ���
��
���
�	                          
�%�����
��$����	�����	� �/ ALP �-�&�����1�	�,(���%	�,�����4��#&��$%,�
��
�
(�$%&��(���                       
���
��
���
�	 (p<0.05) 7�
	��	�����
��"�����
�����	� �/�%
��"�����
�����	��	$%& 10 
����7�

��
���
�	 DBM '��
�� SIS 

  



 

 

��)$%& 27 
���)�%,��$%,������
��$����	��	� �/ ALP ����7�

���
�	���, DBM, SIS  

"�� DBM '��
�� SIS  

  ��)$%&  27 "���
���)�%,��$%,������
��$����	�����	� �/ ALP                         
$%&������
��
���
�	$%&"�
�(��
�	 -��(� 5 ��	"�
���
��
���
�	���, DBM, SIS "�� DBM '��

�� SIS �%�����
��$����	�����	� �/ ALP ��("�
�(��
�	 �	��	$%& 7 ����7�

���
�	���, DBM 
'��
�� SIS �����
��$����	�����	� �/ ALP �%�����
��$����	�-�&��1�	��

�(�
��
���
�	���, 
DBM, SIS "��
�
(�$%&��(������
��
���
�	 ����7�
	��	�	��	$%& 10 -��(��%�����
��$����	                                        
�����	� �/  ALP ���� �����
��$����	�����	� �/  ALP �	��	$%&  7 ��� �7�
                                   

���
�	���, DBM �%�����
��$����	�����	� �/���
�(�
�
(�$%&������
��
���
�	���, SIS  
 
 



 

'�
����������/�����������	
��
���
�	����
��
�������
����
���(��� DBM, SIS "�� DBM 
'��
�� SIS �	����/$���� 

7�
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3�������������� DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS                  
� 	 
 � � 
 � � �
� 	 � �� � 
� � 
 � � � �� � � 
 � � �� 
 � � �( � 	 �� � �/ $ � � � �  � � , $� � 
 � � p� � � 	                                          
��� 	 
�� �� � 	#� �� �� � �*�� 	 � ���� � �� ��	� � )0 	 � �� �  6  �� )���/  ��� � 7 �
	� � ��
� �                                           
$��
�����7��������/��,
����7
�$��2	/ ���,
��,��� hematoxylin & eosin 7�
��)$%& 28 
����7�

��p�����, SIS -��(� SIS ,�������%��-� 6�,�	"�������*��,��� SIS -�                        
�%
���7��4���� ��/������#����� (,�������%�(��) ���
��
�	��&�")�
)��� (SIS) "��                     
6�,�	 SIS -��%
�������������#���
���1�	 7�

��p�����, SIS -��(���(�%
�������                               

����
���( �
���1�	  7�
��)$%&  29 ��� �7�

��p� ����, DBM -��(��%
��
���
�	��� �
��                             

�������
����
���( ��,
����
���($%& �
���1�	,�������%��-����(���(�	 (�����*��
2��%�)                      
DBM $%&p��,�������%��-����� �����*�	#���,#&���� DBM -��%
�������������#���
���1�	                                         
"��-�������#������	�� lymphocytes "�� macrophages �����*��,��� DBM                              
7��	�	��
�������
��
�	��& �")�
)��� (DBM) 	�
7�
	%�,� �-��(��%
���7��4���                        
� ��/ osteoblasts (,�������%�(��) �����*��,��������� DBM � ��/ osteoblasts $%&-��%
�� 
3*��(�	�� �� �)0	�%& � ��%& ,���� �,�� 
 ��� �	� � ���% ,��% �	����4(  -���� � �*���                             
���
����
$%&������1�	�����( "�������*������ DBM � ��/ osteoblasts $%&-��%                                   

����%,����
�	�)0	����%,������*��� DBM 7�
��)$%& 30 ����7�
p�����, DBM '��
�� SIS 
-��(��%
��
���
�	����
��
�������
����
���(�
���1�	�����*��,������ DBM "�(��(-�                       

����
$%& � �� � ��1� 	 ���( �	��� � �*$%& � )0	  SIS 	�
7�
	%� ,� �-��%
����� � �������#��                                  
� 
� ��1� 	��� � �* ��,���  DBM  1& � � )0 	
��	� �-� � ��/ � �� � � �# ����� � �� ��� �
� �
� 	                                 
��&�")�
)��� (DBM "�� SIS) "�������*��� DBM -��%
���7��4���� ��/ osteoblasts 
�����*��,���"��6�,�	 DBM   
 
 
 
 



 

 
 

 
 

��)$%& 28 6�-�(�,���,
����7
�$��2	/����7�
$��
��p�����, SIS �)0	���� 6 ��)���/  
(a) 
������,�, X10 
 (b) 
������,�, X40 

(           ��
2��%������*$%&�%
�������
����
) 

(a)  
 

(b) 

SIS SIS 

SIS 



 

 
 

 
                                                                

 

��)$%& 29 6�-�(�,���,
����7
�$��2	/����7�
$��
��p�����, DBM �)0	���� 6 ��)���/ 
 (a) 
������,�, X10 
 (b) 
������,�, X40 

(            ��
2��%������*$%&�%
�������
����
) 

DBM 

DBM 

(a) 

DBM 

DBM 

(b) 

DBM 



 

 

 

 
 

��)$%& 30 6�-�(�,���,
����7
�$��2	/����7�
$��
��p�����, DBM '��
�� SIS                            
�)0	���� 6 ��)���/ (a) 
������,�, X10 
       (b) 
������,�, X40 

(            ��
2��%������*$%&�%
�������
����
) 

DBM 

SIS 

 (a) 

 (b) 

DBM 

SIS 
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3�������������� SIS "�� DBM �	
��
���
�	����
��
�������

����
�	� ��/$����"���	����/$����  
��$�����	����� � ��/$����$� � ���                          
��,��� � ��/��	
���	��$%&",
���7�
�,#&��
��
����
 "���$��
���� ������/����������                   
���DBM, SIS "��DBM '��
��SIS �	
��
���
�	��� �
��
���7��4�-�&�7��	�	���                       
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
���,��.% Tryphan blue staining assay 7�
	��	$��
����������/

��"�����
���,%	 osteoblastic  markers $%&�(��%�
���)�%&,	")���)0	� ��/��	
���	��                  
7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/�����
����
��,��.% RT-PCR ��(	 ,%	$%&����
�
��"�����
              
��� COL I, ALP "��RUNX2 ����7�
	��	$��
����������/
���7��4-�{	��)�%&,	")�����         
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/�����
����
 (osteoblast differentiation)                   
���,��.% alkaline phosphatase assay "��$��
��21
3��1������������	
��
���
�	����
��    

�������
����
���(�	�	�$���� (Wistar rat) "�����7��������/��,
����7
�$��2	/���,                  

��,��� hematoxylin & eosin  


��",
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 -��(��%� ��/�7��4�-�&�7��	�	              
��
����,����,#& ��
� �
����
��� �7�
�-�� ��%� ,�  7 �� 	  "�� � ��/�%�� 
3*�����,                          
� ��/ fibroblasts 7�
	��	��������/
���7��4�-�&�7��	�	���� �/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 
-��(��	
��
���
�	���, DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS � ��/�%
���7��4�-�&�7��	�	              
� -�& � �1� 	 �,( � ��% 	� , �� � ��4 ��#& � � $% ,�
� �
�
( � $%& � �( � �� �� � 
 � � 
 � ��
� 	  ( 
 �
( � ����
 � )                            
" � � � �#& � � ) �% , � � $% , � 
� 	 � � � �( � � 
 �
( � $%& � �� �� � 
 � � 
 � � �
� 	 $%& " � 
 �( � � 
� 	 - � �( �                                      
DBM '��
�� SIS 
���
�	����
��
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/����%
�(�
��
���
�	���, SIS                
��#� DBM �-%,��	����%,� 


��"�����
���,%	 osteoblastic markers $%&�(��%�
���)�%&,	")���)0	                  
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/�����
����
 -��(������
��"�����
                       
��� RUNX2 ����1�	����7�
$%&
���
�	���, DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS ��#&��$%,�
��                

�
(�$%&��(������
��
���
�	 (
�
(�����
�) "��-��(��%�����
��"�����
���$%&�
�����7�
               

���
�	���, DBM ������������
��"�����
���,%	 ALP -��(�����7�
$%&
���
�	���, DBM, SIS 
"�� DBM '��
�� SIS �%�����
��"�����
���,%	 ALP ����1�	 ���$���
�
(�$%&��(������
��
���
�	                      

 



 

������������
��"�����
���,%	 COL I  ����7�
$%&������
��
���
�	���, DBM, SIS "�� DBM 
'��
�� SIS -��(��%�����
��"�����
����1�	�	
�
(�$%&������
��
���
�	"��
�
(�$%&��(���                    
���
��
���
�	 


�� �7��4-�{	��)�%& ,	")����� � ��/��	
�� �	��7�
�,#& ��
� �
����
                       
�)�)0	� ��/�����
����
 ��,��������/7�

��$����	�����	� �/ ALP -��(��	��	$%& 7 ����7�


���
�	���, DBM �%�����
��$����	�����	� �/ ALP ����1�	 "�������
��$����	���                 
��	� �/ ALP �����	��	$%& 10 ��(	��%,�
��
��
���
�	���, DBM '��
�� SIS �(�	�	
�
(�$%&

���
�	���, SIS �,(����%,��%�����
��$����	�����	� �/ ALP �-�&�����1�	�	��	$%& 10 ����7�


���
�	��#&��)�%,��$%,������
��$����	�����	� �/ ALP ����(��
�
(�$%&������
��
���
�	                     
$%&"�
�(��
�	-��(� DBM '��
�� SIS 
���
�	����
��
���7��4-�{	��)�%&,	")�����                   
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/�����
����

��
���
�	���, SIS ��#�                          
DBM �-%,��	����%,� 

������������� DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �	
��
���
�	���                    
�
��
�������
����
���(�	����/$���� ��,$��
��p�����	���	
�����	#������	�$����                 
(Wistar rat) �)0	���� 6 ��#�	 -��(��	
�
(�$%&�%
��p�����, DBM "�� DBM '��
�� SIS                         
�%
�������
����
�
���1�	 -�� ��/ osteoblasts "��
�������������#���
���1�	�����*                      
�	#���,#&���,��� "���%
����
����
���1�	�	#&��7�
� ��/������#�����7��	�	��
�����*                     
��,��� DBM  �(�	�	
�
(�$%&p�����, SIS �-%,��	����%,� -��(��%
�������������#���
���1�	                
"�( ��(-��(�
�������
����
���( �
���1�	  "���%
��
���
�	��� �
��
����
 �����,-�                         
� ��/������#�����$��������*��,��� SIS "��6�,�	 SIS "�(-��	)����*$%&	��,
�(�
�
(�                     
$%&�%
��p�����, DBM             
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3�������������� DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �(�
���7��4
�-�&�7��	�	���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 ��,���7��	�	� ��/���&���	 50,000 � ��//flask 
�$(�
�	$


�
(�
��$���� 7�
	��	$��
��
���
�	 � ��/��	
� � �	��7�
�,#& ��
��
����
                           
�)0	����  3, 5, 7 "�� 10 ��	 	��7��	�	� ��/$%&�%�%������,��.% Tryphan blue staining assay             
�	
��
���
�	��� DBM 5 �����
��� �	#&��7�
�%��,��	7�

��21
3�
(�	�	��	%���� Zhang               
"���*��	)9 1997 ��,��	����(� DBM �	)����* 5 �����
��� �%'��(�
��
���
�	����
��                     

���7��4-�{	��)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
����%$%&�
��	������ ��/�-����%�,� [24]                                
�	#&��7�
,����(��,�%
����,��	
(�	�	��	%��1�'�$%&�
��7�

��
���
�	���, SIS 71�$��
��                   
")�'�	)����* SIS ���������	��7�,���	%� )����* SIS $%&��� 5, 10 "�� 20 �����
��� �������
��

���
�	���, DBM '��
�� SIS ���)����*�,(���� 2.5 �����
��� �	
��
���
�	���,                         
DBM 5 �����
��� � ��/�%
���7��4�-�&�7��	�	��
�1�	�,(���%	�,�����4 (p<0.05) ��#&��$%,�
��

�
(�����
�$%&��(�%
��
���
�	 "����(� DBM �%�����������	
��
���
�	����
��                                 

���7��4�-�&�7��	�	���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
���  1&�'�$%& �����������
��                    

��21
3�
(�	�	��	%��1 �������������� DBM �	
��
���
�	��� �
��
���7��4                                  
�-�&�7��	�	���� ��/��� [24,25]  ��������	
�
(�$%&������
��
���
�	���, SIS )����* 5 "��                    
10 �����
��� �%
��
���
�	����
��
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
                  
�-�& ���
�1� 	�,( ���%	� ,�� ���4��#& � �$%,�
��
�
( �����
�  ��(	 ��% ,�
���	
�
( �$%& ��� �� �                               

��
���
�	���, SIS )����* 20 �����
��� � ��/�%
���7��4�-�&���
�1�	�,(���%	�,�����4                         
��#&��$%,�
��
�
(�����
� "�(�%
���7��4�-�&�7��	�		��,
�(��	
�
(�$%&
���
�	���, 5 "��                          
10 �����
��� ��7�	#&����7�
 SIS �%���/)��
���(�	��4(�)0	������7	�	��$%& 1 "��                       
�	��$%& 3 ��

�(� 90% [1,2] 71��%������	%,�7�����
�	�)0	
��	��("�
��
7�

�	                              
"���%�����������	
���
��	�������% $����� SIS �
���,�($%&-#�	6��	���%�,�� ��/ �%'����                          
� ��/�����*	��	�%
����
���
��
7�
6��	��-����%�,���#&�����
�'(�	
����7
�$��2	/                          
" � � � � 7 7 � �% ' � � �� �  � �/ $%& � 7 �� 4 �1� 	 � � � ��( � �( � � � � � � ,1 � �� �
� � -#� 	 6 � � 	 � � ��                                      
7�

��21
3��
%&,�
�� SIS -��(�����%
��$������
��
��
�7�,������ SIS $%&�%
�(�	%�                             
��������	
����	
�����%,� SIS ��7�(�'�
��$��(�
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/���         
�	#&��7�

�����%,� SIS �%
��	�����������$%&���"�(�	�������, acetic acid '��
��                           
��	� �/ pepsin 7�
	��	$��
������
����
  1&��	
������
����
��7�%
���
�����,�(                          
$����� SIS $%&����%�6��������)0	
����#&�	���)
���
�	$������ ��/�����*��,������  SIS                       
�%
����, �-�����(������$	�(��6��������)0	
��$%&�
�����,�(��� "����7�	#&��7�
                     



 

�)��%	 growth factors $%&���&���
��7�
 SIS �%)����*��
  1&��)
���
�	����)��%	����	��                   
��
��,��,���
��$����	����)��%	 growth factors $%&��7�
 SIS �(�'�����)��%	                         
growth factors ��(������$����	��� ��(	 
��,��,���
��$����	��� TGF-β ���,���,��,���
)���6$ decorin, fibromodulin, noggin "�� chordin  1&�7��)�%'��	
��,��,���
������7��
�	                      
��� TGF-β ligand 
���)��%	������ (receptor) $�������(�������(���44�*�(��)���                               
"�� α2-microglobulin �)0	�
����)��%	$%&�%�)�����,�	
��7�� TGF-β $%&�%)����*                       
��
�
�	�	� ��/�-����%�,� [43] 7�
'�$%&���"���������	�(� SIS )����* 5 "�� 10 �����
���                     
�%'��	
��
���
�	��� �
��
���7��4�-�&�7��	�	����%$%&�
�  "���)0	)����*$%& �����"
(                             

��	������� �	
��
���
�	��� �
��
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/  �	
����7�,	%�'�� �� 7�,                                
-��(� SIS )����* 5 �����
��� "�� DBM 5 �����
��� �%�����������	
��
���
�	                           

���7��4�-�&�7��	�	����%$%&�
� 71���#�
$%&7���� DBM '��
�� SIS ���
�	�)0	 5 �����
���                        
��,��� SIS "�� DBM �,(���� 2.5 �����
��� �	
��
���
�	����
��
���7��4�-�&�7��	�	                                
"��
���7��4-�{	��)�%&,	")������ ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/�����
����
 
 1&�
(�	�	��	%�,����(�%
��21
3��1�������������� DBM '��
�� SIS �(�
��
���
�	                                
����
��
�������
����
 
��21
3�������������� DBM '��
�� SIS �(�
���7��4                                   
�-�&�7��	�	���� ��/��	
�� �	��7�
�,#& ��
��
����
  -��(��	��	$%&  7 � ��/�%
���7��4                              
�-�& �7� �	�	�� ��1� 	�,( ���%	� ,�����4��#& � �$%,�
��
�
(�����
�  (p<0.05) "��,��-��( �                                
�%
��
���
�	��� �
��
���7��4�-�&�7��	�	����%
�(�
��
���
�	���, SIS ��#� DBM                                      
�-%,��	����%,� ��,7��	�	� ��/ � ��& ���	 �$(�
�	$


�
(�
��$���� "������7�
	�� 	                               
-��(�7��	�	� ��/�%
������ �	#&����7�
� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�%
��"�(����                           
�����(��
���%
���7��4-�{	��)�%&,	")���)0	� ��/��� ��
����
��
�1�	   1& � �	
��                          

���
�	���, DBM , SIS "�� DBM '�� SIS �(�
���7��4�-�&�7��	�	���� ��/���                                 
�	#&��7�
 growth factors $%&�%�,�(�	 DBM "�� SIS �%
�����&���
��
���
�	����
��                            

�� �7��4�-�& �7� �	�	� ��/��
�1� 	 ���  ��(	 ��%,�
��$%& �% 
����,��	��� 
( �	�	� �	%� �1 �                           
�
*��������� growth factors $%&-��)0	���/)��
����� DBM "�� SIS [1,2,4,10] 

 7�
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3�
��"�����
���,%	$%&�( ��%� �1 �
���7��4-�{	��)�%& ,	                        
")�� � ��/��	
� � �	��7�
�,#& ��
��
����
�)�)0	� ��/��� ��
����
  ��(	  ,%	$%&����
�                                    

��"�����
��� RUNX2 �)0	 osteoblast-specific transcription factor �%�$��$�	                           

���7��4-�{	��)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
 (osteoblast differentiation)                              
 1&��%
��"�����
�	�(��"�
���
����	
���)�%&,	")���)�)0	� ��/ osteoblasts [15]                          
,%		%��%�	�� 270 bp ����7�

���
�	���, DBM -��(��%
��"�����
��� RUNX2 ����1�	                      



 

"���������	�(� DBM �%�����������	
����
	������ ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
                             
�%
�� �7��4-�{	� �)�%& ,	")���) �)0	 � ��/ � �� � �
���� 
 ���  �-����( �  DBM                                         
�%���/)��
����� BMP  1&��)0	�)��%	$%&�%�
*�������	
��
���
�	����
��
���7��4-�{	�
�)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
 ,%	$%&����
�
��"�����
��� ALP   1& �7��                                
�,�( �	
�
( �  hydrolase -���
�	� ��/$%&$� ��	��$%& � �� ��
����
  (osteoblasts) �)��%		%�                             
-��,�(�	�,#&��
��� ��/���� ��/ osteoblasts ,%	$%&����
�
��"�����
��� ALP                                      
�%�	�� 453 bp ����7�

���
�	���, DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS -��(�                                   
�%�����
��"�����
��� ALP �-�&�����1�	 7�
'�$%&-�"���������	�(� DBM '��
�� SIS                         
�%�
*�������	
���
�	���� ��/��	
���	�� 7�
�,#&��
��
����
�%
���7��4-�{	��)�%&,	")��                     
���� ��/��	
�� �	��7�
�,#& ��
��
����
�)�)0	� ��/��� ��
����
���  ��7�	#& ����7�
                                  
�	
��
���
�	���, DBM '��
�� SIS 
���
�	���� ��/�%
���7��4�-�&�7��	�	��
�1�	                              
"���(��
��
��
���
�	��� DBM �	
��
���
�	����
��
���7��4-�{	��)�%&,	")��                              
�)�)0	� ��/�����
����
 71�$�������#&�� ��/�%7��	�	��
�1�	"���7��4�)�)0	� ��/�����
����
             
��
�1� 	 71 � �% � ����
��"�����
���  ALP �� � �1� 	��� �)�� �,  �� �� �� �,% 	$%& � ���
 �                                    

��"�����
��� COL I �)0	 osteoblastic markers �	#&��7�
������7	 �	��$%&1 �)0	
���/)��
��$%&�����4����	#��
����
 "���������,� ��/�����
����
 (osteoblasts) [3]                             
7�
$%&-�"���������	�(�,%	����
�
��"�����
��� COL I �%�	�� 461 bp -��(�                    
����7�

���
�	���, DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS �%�����
��"�����
��� COL I ����1�	  
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3 �
 � � � 7 ��4-�{	� � )�%& , 	 ")� � �� � �  ��/ �� 	 
� � � 	� � 7 � 
                                
�,#& ��
��
����
�)�)0	� ��/��� ��
����
  (osteoblast differentiation) ���,��.%                                    
alkaline phosphatase assay  �-#&�21
3������
��$����	�����	� �/ ALP �$%,�
��                           
)����*�)��%	$���������� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
 ����7�

���
�	���, DBM,                        
SIS "�� DBM '��
�� SIS �)0	���� 3, 5, 7, 10 ��	 "��
�
(�$%&��(������
��
���
�	                        
�	#&��7�
 ALP �)0	���$%&����(��%� osteoblastic phenotype  1&��)��%		%�-��,�(�	�,#&��
��� ��/                     
���� ��/  osteoblasts 
��

��$����	��� ALP �
���1�	 ��,�(�,��(�)��
���,� 
transphosphorylation ��� p-nitrophenylphosphate (p-NPP) �)�)0	 p-nitrophenol (p-NP) 
 1& � �)0	�������,$%& �% �% ���#��  ����������	���  p-NP $%& �
���1�	 �)0	����(�	��,���                              

�������
��$����	�����	� �/ ALP [13,14] �	
��
���
�	���, DBM -��(������                                

��$����	��� ALP �%
���-�&��1�	�	��	$%&  7 ����7�

���
�	 "����(� DBM �%����������                   
�	
��
���
�	����
��
���7��4-�{	��)�%&,	")���)0	� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
                              
� ) �)0 	 �  ��/ � �� � � 
 � ��� 
 � ��  [24] �( � 	 �  ��/ �� 	 
� � � 	� � 7 �
 � ,#& � �
� � 
 � ��� 
$%& � �� �� �                                    



 


��
���
�	���, SIS -��(� �	�(�� 7 ��	"�
�����
��$����	��� ��	� �/ ALP ��(�%
��
� ) �%& , 	 " ) � �  " � � ��� � 7 � 
	�� 	 � 	 �� 	 $%&  10 � � � 
 � � 
 � � �
� 	 �% � � �� � 
 � � $� � � � 	                               
�����	� �/  ALP �-�&��1�	  ��7�	#&����7�
�	� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
                                   
$%&��(������
��
���
�	�%
��$����	�����	� �/ ALP (basal level) "������7�
$%&������                            

��
���
�	���, SIS $������ ��/�%
���7��4�-�&�7��	�	��
�1�	 "���%
��
���
�	����
��                             

���7��4-�{	��)�%&,	")���)�)0	� ��/)��,$��$%&�%
��"�����
�����	� �/ ALP                           
71��%'�����%�����
��$����	�����	� �/ ALP �-�&��1�	���, �	
��
���
�	���, DBM '��
�� SIS 
�(�
�� �7��4-�{	� �)�%& ,	")�� �)�)0	 � ��/� �� ��
����
  -��( ������
��$� ���	                                
�����	� �/ ALP �-�&�����1�	�	��	$%& 7 "��
��
���
�	���, DBM '��
�� SIS �%�����                              

��$����	�����	� �/���  ALP �-�&��� ��1�	��

�(�
��
���
�	���, DBM ��#�                                
SIS �-%,��,(����%,� "����(� DBM '��
�� SIS �%�����������	
��
���
�	����
��                           

���7��4-�{	��)�%&,	")��� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�)�)0	� ��/�����
����
                            
����%
�(�
��
���
�	���, DBM ��#� SIS �-%,��	����%,� "��7�
'�
��$���������                             

��$����	�����	� �/ ALP �%�����
��$����	���$%&�
��	��	$%&  7 ����7�

���
�	���,                           
DBM ��#� DBM '��
�� SIS "���������	�(�� ��/��	
���	��7�
�,#&��
��
����
�%                                  

���7��4-�{	��)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
�	��	$%& 7 ����7�

���
�	 
   7�
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3�������������� DBM, SIS "�� DBM '��
�� SIS                      
�	
��
���
�	��� �
��
�������
����
���(�	����/$���� ��,$��
��p���	���	
�����	#��                            
�����*��	����������	��)0	���� 6 ��)���/ "���$��
�����7��������/��,
����7
�$��2	/                       
���,
��,��� hematoxylin & eosin -��(������*$%&�)0	
�����	#��7�,�������%��-�                         
"�����	
�����	#���%
����%,����
�	�)0	����%,��(�	�����*$%& �)0	 DBM 7�,������                                       
�% � �-� � �� �  
 � � �� 
 $%& � �� � � �1� 	 � � ���( 7 � ,� � ��� � �% ��-� ���( � � �( � 	  r  "� � �  ��/                                           
������#����� osteoblasts -��%
��,�������%�(�� 7�
'�
����������/-��(��	                                

�
(�$%&$��
��p�����, DBM �%
��
���
�	����
��
�������
����
���(  1&��%�)0	������
�	���             
������7	��,�
���)0	 matrix $%&,����(�%
������"�(.��
 -������*��� DBM "�������*$%&�%

�����,������ DBM "��-��(������*��,������ DBM �%
����
��� �	#&��7�

���
�	
����                   
� ��/������#������	)����*��
�������
��
�	 DBM $%&�)0	��&�")�
)��� ������#�����$%&-�
�)0	�	�� lymphocytes "�� macrophages �������������
��
�	��&�")�
)��������,
��                     
	��-����������#��$%&�%
����������( �	��� ��*�	#���,#&���� DBM $�����  DBM $%&-�                                
�%
�����,�)"�(
�,��-� DBM $%&������#��,�(  �����*��� DBM $%&������#��,�(                          
"�������*
����
$%&������1�	�����(-�� ��/ osteoblasts �%��
3*�����,��
�����%
����%,�                      



 

���
�	�)0	����%,������*��� DBM 
��$%&-�� ��/ osteoblasts  �����*��� DBM ���
�	#&����7�
 BMP $%&���&���
��7�
 DBM �)
���
�	���� ��/��	
���	���	#���,#&�)����	                             
$%& �,�( � �� � �*	�� 	 ��� �� �
��
���
� 	71 � �
� �
�� �7��4-�{	� �)�%& ,	")�� �) �)0	 � ��/                                   
�����
����
 (osteoblasts) "��$����� �
��
�������
����
���(  �������
�
(�$%&$��
��p��                          
���, DBM '��
�� SIS -��(��%
��
���
�	����
��
�������
����
���(�����*��,���  DBM �%
��
3*��)0	 osteoid �)0	�	#��-#�	
����
$%&�%
��������
�	���������7	"��,����(�%
������
���"�(.��
 "���%
�������������#�������*���"���(���(��6�,�	 DBM �	#&��7�
 DBM              
�%�)��%	 growth factors $%&�)0	���/)��
���	 DBM �%
��
���
�	����
��
�������������#�����  
[3,4] "���%
��	��-����� ��/������#������	�� lymphocytes "�� macrophages �������
��

�	��&�")�
)��� (DBM "�� SIS) $������%
�����,�)��� DBM "�� SIS "���,���(�'�
���
�	                   
����
��
����
�������	#���,#&������*	��	 	�
7�
	%�,��-��%
�(��%
���7��4��� osteoblasts 
�����*��,��������� DBM $%&�%
�����,�) �	#&��7�

��
���
�	����)��%	$%&���&�                          
��
��7�
 DBM �(�	�	
�
(�$%&p�����, SIS �-%,��	����%,� -��(���(�%
�������
����
                             
�
���1�	 �	#&��7�
 SIS ��(�% BMP  1&��)0	�)��%	$%&�%�
*�������	
��
���
�	����
��
���7��4                        
-� { 	 � � ) �%& , 	 " ) � � � ) � )0 	 �  � �/ � �� � � 
 � � �� 
  $� � � �� � �( �% ��& � � ) 
 � � �
� 	 � �� � 
� �                                  

���7��4-�{	��)�%&,	")���)�)0	� ��/�����
����
 (osteoblasts)  1&�"�
�(��                                       
7�

��21
3�
(�	�	��	%���� Suckow �1�������������� SIS �	
��
���
�	���                              
�
��
�������
����
���(�	�����*$%&�
�������
-�(�����
����
 (bone defect) [37]                             
 1&�"�
�(��7�
��	��7�,	%�$%&$��
��21
3�������������� SIS �	�����*$%&'�����"�	(�                        
���
�������
����
 (ectopic site) �#��	���	
�����	#������	�$���� 	�
7�
	%�-��%                         

�������������#�������*6�,�	"����,������ SIS �	#&��7�
������
��
���
�	����)��%	 
growth factors $%&�)0	���/)��
����� SIS  1&��%�
*�������	
��
���
�	����
��
�����������
��#�� [1,2] ��(	 fibroblast growth factor "�� vascular endothelial growth factor �)0	��	 
�)��%	���(�	%���7���&���
��7�
 SIS �)
���
�	����
��
�������������#���1�	 	�
7�
                         
	%�-�� ��/������#������	�� lymphocytes "�� macrophages ����6�,�	 SIS "�������*
��,���"�(-��	)����*$%&	��,
�(������*��� DBM �	
�
(�$%&�%
��p�����, DBM "��
�
(�$%&�%

��p�����, DBM '��
�� SIS 7�
'�$%&�
���1�	"���������	�(� DBM "�� DBM '��
�� SIS                                  
�%�����������	
��
���
�	����
��
�������
����
���(��� ������� SIS �-%,��	����%,�                                
��(�%����������
���
�	����
��
�������
����
���(���  
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�	
��21
3�
��
���
�	���, SIS -��(� SIS $%&����%
��7������)0	
��	                    
"���%�����������	
���
��	���$%&�%  $������%'��(�
��,1��
������ ��/ �-����%�,�
��                        
6��	��-����%�,� �	#&��7�
 SIS ��#&��%
���
��	���$������%	����	�
��
�1�	�
����(-#�	'�����                    
6��	��-����%�,� $������ ��/�-����%�,���(������,1��
��6��	��-����%�,������*	��	��� 71����
����.%�	
�����%,� SIS ����%
��7������)0	
��	���	��,$%&�
�  

�	
��21
3������� ��/�-����%�,�����,�(�	6���)��27�
��#��$

���	��	 
���$����
)
�*/"��������%$%&����	
��21
3� �	#&��7�

��21
3������� ��/ �-����%�,�                    
�
��
��)	�)¥¦�	����(�,��(�(�7��)0	
��)	�)¥¦�	7�
��#��"��$%��%, ��#���#���� �)0	��	 


��p�� DBM "�� DBM '��
�� SIS �	���	
�����	#������	�$����                           
���$����� DBM $%&$��
��p��	��	�%
��7�����
�	�	������	1&� �	#&��7�
��#&�$��
��p��                                   
�)"����	�$�����%
�����#&�	������)
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1. 2-Amino-2-methyl-1-proponol buffer (pH 10.4) (0.15M) 
  2-amino-2-methyl-1-proponol (95% purity) 1.41 ��������� '��
�� dH2O 
 7�
	��	)����)0	 pH 10.4 ���, 1N HCl "���$��
������ dH2O 7	��� 100 ��������� 

2. p-nitrophenol (pNP) (2mM) 
    ����, p-nitrophenol 13.9 �����
��� �	 0.15 M 2-amino-2-methyl-1- 
            proponol buffer )������ 50 ��������� (�������,$%&������"�(��
���	)����*	��,$%&   
            �
*�6��� -20°C) 

3. p-nitrophenol phosphate (pNPP) (100mM) 
 ����, pNPP 0.658 
��� �	 0.15 M 2-amino-2-methyl-1-proponol buffer  
            )������ 25 ��������� 

4. 10 N NaOH 
 ����, NaOH 40 
��� �	 dH2O )������ 100 ���������  

5. 1X phosphate buffer saline (1X PBS) (pH 7.4) ()������ 2 ����) 
 ����,  NaCl       8    
��� 
   Na2HPO4 1.16 
��� 
   KH2PO4 0.24 
��� 
   KCl  0.20 
��� 
 �	 dH2O 7�
	��	)����)0	 pH 7.4 "���$��
������	��������� 2 ���� 

6. 
�����%,�������-����%�,�� ��/ ()������ 100 ���������) 
  $��
��'�� fetal bovine serum )������ 10 ��������� "�� α-Minimum 
  essential medium ($%&'�� penicillin/streptomycin 100 �	(�,/���������)  
 )������ 90 ��������� 

7. 50X Tris-acetate-EDTA buffer (50X TAE) (pH 7.6-7.8) ()������ 1 ����)  
 ����, Tris-HCl 240 
��� �	 glacial acetic acid 57.1 ��������� "��  
 0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 ��������� "���$��
��)��� pH ������ 7.6-7.8 ���, 1 N HCl 
 "������� dH2O ���)��������� 1 ���� 

8. 1X Tris acetate EDTA (TAE) buffer (1 ����) 
 	�� 50X TAE 20 ��������� '��
�� dH2O ������ 1 ���� 
 



 

9. 2% (w/v) agarose gel 
 ����,  Agarose powder 2 
��� �	 1X TAE 100 ��������� ��(���	 flask  
 '���������
�	$��������	���,��������7	 agarose ����,��� 

10. 10% Formaldehyde ()������ 1 ����) 
 ���� 37% Formaldehyde )������ 370 ��������� "������� dH2O  
 ������)������ 1 ���� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
�	�T��� � 

 

 
 

��)"����(��������,������	 bovine serum albumin (BSA) 
 


�����	�*��)����*�)��%	$������ 
�(��l�%&,�(����
�#	��#&	"��$%& 570 	��	���� ����������,����,(�� = 0.2257 
"$	�(����	��
��   y = 0.0011x + 0.0917 
     0.2257 = 0.0011x + 0.0917 
             0.2257 � 0.0917 = 0.0011x 
              x = 134.1364      
)�������������,����,(��         25 ��������� = 0.025 ��������� 
)����*�)��%	$������    �#�    134.1364 x 0.025 = 3.3534 �����
��� 
 
 
 
 
 



 

 
��)"����(� Extinction coefficient ��� p-NP $%&�(����
�#	��#&	"�� 405 	��	���� 

 

�����	�*���(� Extinction Coefficient ��� p-NP  
$%&�(����
�#	��#&	"�� 405 	��	���� pH 7.4 
7�
��
�� Beer�s law    A = E*C*L 
   A = �(�
�����
�#	��#&	"��$%& 405 	��	���� 
   E = Extinction Coefficient 
   C = ����������	����������, 
   L = ��,�$��$%&"��'(�	�������, (1 � 	������) 
     Extinction Coefficient =   �(�
�����
�#	��#&	"��$%& 405 	��	���� 
                     ����������	����������,  
 

 7�
��)  ������	���	
��� =    �(�
�����
�#	��#&	"��$%& 405 	��	���� 
                     ����������	����������,  
7�
��
�����	���������	
���  �#�   y = 0.0127x + 0.0465 
     Extinction Coefficient = 0.0127    
 
 



 


�����	�*��
��$����	�����	� �/ ALP 
 
 
��$����	�����	� �/ ALP = (OD/T) x 0.25  
     E x P 
               OD = �(�
�����
�#	��#&	"��$%& 405 	��	���� 
                    T = �����	
��$��)��
���,� 
            0.25 = )�������������,����,(��$�������)0	��������� 
              E = Extinction coefficient 
                   P = )����*�)��%	$����������������, 
����,(��
�����	�* 
        �(��l�%&,�(�
�����
�#	��#&	"��$%& 405 	��	���� ����������,����,(�� = 0.342 
      �����	
��$��)��
���,� = 20 	�$% 
     Extinction coefficient = 0.0127 
      )����*�)��%	$����������������, = 3.3534 �����
��� 
 
  
��$����	�����	� �/ ALP = (0.342/20) x 0.25 
           0.0127 x 3.3534 
      = 0.1105 	��	���/	�$%/�����
����)��%	 
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(OSTEOINDUCTIVE POTENTIAL OF PORCINE SMALL INTESTINAL 
SUBMUCOSA AND DEMINERALIZED BONE MATRIX) 

�	��  1225 - 1232 
����
��	����	� MMP14 
�#&�'��	����	� 	�����)+,	
� ����
�-	������ 
�',"-�(�	�#&������
$��	�
�/ 
 http://gsbooks.gs.kku.ac.th/52/ngsr12/proceedings.html 
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