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Abstract. I������, ��� ���� ������ �������� �� ��� �����-I������, ��� ���� ������ �������� �� ��� �����-
�����l C����s� ��������, Epimedium, �s ������ly �s�� ��� 
��� �l�����l ��������� �� �s�������s�s. H�w����, ��� �����s� 
��l���l�� �������s� �� ��� ����������� ������ �� ������� ��s 
��� b��� �l��������. T�� ��� �� ���s s���y w�s �� �x����� ��� 
������ �� ������� �� ��ll ���b�l��y, �lk�l��� ���s�����s� (ALP) 
activity, the amount of calcified nodules, ��� �� ��l������ ��� 
��l���l�� �������s� �� �������-�������� b��� ��������� by 
����s��g����g ��� �x���ss��� �� b��� ������g���� �������-2 
(BMP-2), S���4, Cb��1/R��x2, �s��������g���� (OPG), 
�������� ��������� �� ���l��� ������ κ-B l�g��� (RANKL) ��� 
��� OPG/RANKL ����� �� ��� �FOB 1.19 ����� �s���bl�s��� 
��ll l���. W� ����� ���� ������� s�g��������ly ������s�� ��� 
cell viability, the activity of ALP and the amount of calcified 
����l�s �� ��� �FOB 1.19 ��lls. F����������, w� �bs����� ���� 
������� ����g�l���� ��� �x���ss��� �� BMP-2, S���4, Cb��1/
R��x2, OPG, RANKL ��� ��� OPG/RANKL �����. O�� 
��s�l�s �������� ���� ������� ��� ����l��� ��� �����ss �� b��� 
��������� ��� ��� BMP-2/S���4 s�g��l ����s������� ����w�y 
�� �FOB 1.19 ��lls.

Introduction

Os�������s�s �s � ������ ��s��s� ����������z�� by � �����-
���� �� b��� ��ss ��s�l���g ���� ��� ��g����� b�l���� b��w��� 
b��� ��������� ��� b��� ��s�������� (1). I� ��� ����� �� ��y �g� 

��� �� ��y ������ �� �����l g����, �l����g� �� �s ���� ������ 
�� ��s�-�������s�l w����, ��� ������s ��ll���s �� ����l� 
w��l�w��� (2,3). T�� ��s� s�����s ���s�q����� �� �s�������s�s 
�s ��������, w���� �s �ss������� w��� �� ������s� �� s�bs������l 
���b����y, �����l��y ��� s����l ��s�s. E��ly ������������, ��w 
��ss�bl� w��� ��� ��l� �� s��� ��������� ����������s, ��y 
reduce the risk of first and recurrent fractures (4). However, the 
l��k �� ��l��bl� ��� ��������� ���gs �� ���� �s�������s�s-��l���� 
���g�l��y ��������s ������s �� ��������� gl�b�l �ss��. T��������, 
����� �s � �l��� �l�����l ���� �� ����l�� ��w b��� ���b�l�� 
�g���s ��� ��� ���������� ��� ��������� �� �s�������s�s. N�����l 
�������s ���� ���� ��l�����ly ��w�� s���-������s ���� b��� �s�� 
�l�����lly. Epimedium, ��� �� ��� ��s� ���q����ly ���s���b�� 
���bs, ��s b��� ���l�z�� �� ����������l C����s� �������� ��� 
��� ��������� �� �s�������s�s. I������ (C33H40O15; ��l���l�� 
weight, 676.67), a flavonol glycoside obtained from this herb, is 
b�l����� �� b� ��� ��j�� ������ �������� ���� �������s ��� ��s 
b��� ���������� ������s (F�g. 1) (5,6).

R�����ly, ������� w�s ����� �� b� ������������lly �����-
���� �� �����������z�� ���s. I� ������s�s ���b���l�� b��� 
������l ���s��y (BMD) ��� b��� s����g�� ��� �������s ��� 
s�����ss��� �� s���� C� l���ls (7,8). I� ��������, ������� ��s 
b��� s��w� �� ������s� ��ll ���l���������, ���������������, 
������l�z�����, �s�����l��� s��������, �s w�ll �s ��� �x���ss��� 
l���ls �� b���-��l���� �������s �� � ��s�-��������� ������ 
�� ������y �s���bl�s��� ��lls (9-11). T��s� ��s�l�s s�gg�s� ���� 
������� �������s b��� l�ss by s�����ss��g b��� ��s������� ��� 
s����l����g b��� ���������. H�w����, ��� �����s������g �� 
��s �����s� �������s� �� b��l�g���l ������ �� b��� ��������� 
������s ������l���.

B��� �s �� ������ ��ss�� ���� �����g��s ���s���� ������l��g 
�� w���� �l� b��� �s ��g����� by �s����l�s�s (b���-��s��b��g 
��lls), ��� s�bs�q����ly ���l���� by ��w b��� ������ by 
�s���bl�s�s (b���-������g ��lls), ��� � �����ss k��w� �s 
������l��g (12). B��� ������l��g, �� ������ ��� �y����� 
�����ss, ����l�����s ��� ������ �� ���������g� ��� �������s 
��l���� ���� b��� s����s ��� ��ll�l�� ��������s. Os���bl�s�s 
��� ��� �b����s ���g�� ��� �g���s ���� ��� �� ������� b��� 
���b�l�s� (13,14). A k�y s�g��l��g ��������� �� b��� �����-
���� �s b��� ������g���� �������-2 (BMP-2), � ���b�� �� ��� 
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����s������g g��w�� ������-β (TGF-β) s��������ly (15,16). 
BMP-2 s�g��ls ��� S���4, w���� �s � ���l��� ����s�������� 
������ ���� ��g�l���s ��� �������y �� TGF-β l�g���s ��� �l�ys 
�� ��������� ��l� �� b��� ��������� (17). I� ��� ���s��� s���y, 
w� �y�����s�z�� ���� ������� ��� ����l��� ��� �����ss �� b��� 
��������� by ��� BMP-2/S���4 s�g��l ����s������� ����w�y. 
W� �ss�ss�� ��� ������ ������ �� ������� �� ��ll ���b�l��y, �lk�l��� 
phosphatase (ALP) levels and the amount of calcified nodules, 
�s w�ll �s ��� �x���ss��� �� BMP-2, S���4, Cb��1/R��x2, 
�s��������g���� (OPG), �������� ��������� �� ���l��� ������ κ-B 
l�g��� (RANKL) ��� ��� OPG/RANKL ����� �� �FOB 1.19 
��lls in vitro, ��� ����s��g���� ��� ��ss�bl� ��l���l�� �����-
��s� ��������g ��s b��l�g���l ������. W� ����� ���� ������� 
�������� ��� ��ll ���b�l��y �� � ��s�- ��� ����-��������� 
������. I� ��������, ������� ��������� �������� ��� ������ �� 
calcified nodules in the hFOB 1.19 cells, which was accom-
������ by ��� ����g�l����� �� ��� �x���ss��� �� ALP, BMP-2, 
S���4, Cb��1/R��x2, OPG, RANKL ��� ��� OPG/RANKL 
ratio. Our findings suggest that icariin promotes the process of 
b��� ���������.

Materials and methods

Materials and reagents. F���l b����� s���� (FBS), D�lb����'s 
modified Eagle's medium (DMEM), and trypsin-EDTA were 
������s�� ���� Hy�l��� L�b��������s, I��. (L�g��, UT, USA). 
3-(4,5-D�����yl����z�l-2-yl)-2,5-������yl�����z�l��� b������ 
(MTT) w�s �b������ ���� ��� S�g�� C������l C�. (S�. L���s, 
MO, USA). TRIz�l ���g��� w�s ������s�� ���� I��. (G���� 
Isl���, NY, USA). M����l���l ��bb�� ����-����� S���4, 
Cb��1/R��x2, ��� β-����� HRP s�������y g��� ����-��bb�� 
����b����s w��� ������s�� ���� Ab��� (C��b���g�, MA, 
USA). P�����s w��� sy����s�z�� by S��g�� B������ (S���g���, 
China). Icariin (HPLC ≥98%) was produced by Nanjing Zelang 
M�����l T�����l�g���l C�., L��. (N��j��g, C����). S���k s�l�-
����s �� ������� w��� �������� by ��ss�l���g ��� ������� ��w��� 
�� DMSO �� � ������������� �� 10-3 M, and stored at -20˚C. The 
w��k��g �������������s �� ������� w��� �b������ by ��l����g ��� 
stock solution with the culture medium. The final concentration 
of DMSO in the medium was <0.5%.

Cell culture. T�� �FOB 1.19 ����� �s���bl�s��� ��ll l��� 
�b������ ���� ��� I�s����� �� B�������s��y ��� C�ll B��l�gy, 
C����s� A�����y �� S������s (S���g���, C����) w�s ��l����� 
in DMEM, supplemented with 10% (v/v) FBS, penicillin 
(100 U/ml) and streptomycin (100 µg/ml) at 37˚C in a humidi-
fied incubator with 5% CO2. T�� ������ w�s ���l���� ����y 
3 days. At 80-90% confluence, the cells were seeded in 96- or 
6-w�ll �l���s �� � ���s��y �� 1x105 �� 3x103 ��lls/w�ll, ��s���-
����ly, ��� ��������� �ss�ys. T�� ��lls �s�� �� ���s s���y w��� 
subjected to ≥30 cell passages.

Evaluation of cell viability by MTT assay. T�� �FOB 1.19 ��ll 
���b�l��y w�s �ss�ss�� by MTT ��l��������� �ss�y. T�� ��lls 
w��� s����� �� 96-w�ll �l���s �� � ���s��y �� 1.0x105 ��lls/w�ll, 
��l����� ��� 24 � ��� s������ ��� 24 � �� s����-���� DMEM 
medium. The cells were treated with icariin at various final 
�������������s (10-15, 10-12, 10-9 ��� 10-6 M) ��� ��� �����l� 
control cells were treated with 0.5% DMSO for 48 h. In some 
�x��������s, ��� ��lls w��� ������� w��� 10-9 M �� ������� ��� 

��������� ������s �� ����. T�� ������ w�s ��s������ ��� 
���l���� w��� 10 µl MTT [5 �g/�l �� ���s�����-b������� 
saline (PBS)]. After incubation at 37˚C for 4 h, the purple-blue 
MTT �����z�� ����������� w�s ��ss�l��� �� 100 µl DMSO ��� 
��� ��lls w��� �g������ ��� 10 ���. T�� �bs��b���� �� 490 �� 
w�s ���s���� �� �� ELISA ������ (M���l EXL800; B��T�k, 
W����sk�, VT, USA).

Alizarin red S staining for mineralization. Calcified nodules 
�� ��� �FOB 1.19 ��lls w��� �����s������ by Al�z���� ��� S 
s������g. T�� ��lls w��� s����� �� 48-w�ll �l���s �� � ���s��y �� 
2x105 ��lls/w�ll ��� ��l����� ��� 24 �, ��� ���� ������� w��� �� 
w������ �������. T�� ������ w�s ���l���� ����y 3 ��ys. A���� 
14 days, the cell cultures were washed 3 times with PBS, fixed 
w��� �����l��:�������l: H2O (1:1:1.5) 0.5 �l/w�ll ��� 30 ��� 
�� ���� �����������, ��� ���� w�s��� 3 ����s w��� ���bl� 
distilled water. The cells were stained with 0.1% Alizarin red S 
at 37˚C for 30 min, and washed 5 times with double distilled 
water and air-dried. The stained calcified nodules that appeared 
bright red in color were identified by light microscopy.

ALP activity assay. T�� ��lls w��� s����� �� 48-w�ll �l���s �� 
� ���s��y �� 2x105 ��lls/w�ll ��� ��l����� ��� 24 �, ��� ���� 
������� w��� �� w������ ������� ��� 48 �. C�lls w��� �����s��� 
����� ��������� ��� lys�� w��� 100 µl N������ P-40 lys�s b����� 
(20 �M T��s-HCl, �H 7.5, 150 �M N�Cl, 1 �M MgCl2, 1 �M 
C�Cl2, 10% glycerol, 1% Nonidet P-40) supplemented with 
������s� ����b����s [2 µg/�l l��������, 2 µg/�l ��������� ��� 
1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)] by incubation on 
��� ��� 30 ���. T�� s����������, ��������g�� �� 12,000 x g ��� 
4˚C for 5 min, was stored at -80˚C until analysis. Intracellular 
ALP �������y w�s ���������� ��������g �� ��� ������������'s 
instructions. Briefly, the sample was mixed with 1 ml ALP 
���g��� (H������, T�ky�, J����) ��� ��� �bs��b���� ����g� �� 
405 �� �� 3 ��� w�s ��������. ALP �������y w�s ��l��l���� 
�s: ALP (U/l) = (����l ��l���/s���l� ��l���) x (�bs��b���� 
����g� �� 3 ���/0.01875). T� �����l�z� ��� ��s�l�, b����-
�������� ���� (BCA) ������� �ss�y w�s ������� ��� ��� ALP 
�������y w�s �x���ss�� �s ����s �� �������y (U)·l-1·(�g �������)-1.

RNA extraction and real-time PCR analysis. A���� ������� 
��������� ��� 48 �, ����l RNA ���� ��� ��lls w�s �s�l���� w��� 
TRIz�l ���g��� (I������g��). Ol�g�(�T)-������ RNA (5 µg) w�s 
�����s�-����s���b�� w��� S����S����� II �����s� ����s������s� 

F�g��� 1. C������l s�������� �� �������.
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(P����g�) ��������g �� ��� ������������'s ��s��������s. T�� 
sequences of the PCR primers for the amplification of BMP-2, 
S���4, OPG, RANKL ��� β-����� ����s�����s w��� �s ��ll�ws: 
BMP-2 ���w���, 5'-CGG ACT GCG GTC TCC TAA-3' ��� 
�����s�, 5'-GGA AGC AGC AAC GCT AGA AG-3', 68 b�; 
S���4 ���w���, 5'-AAA GGT GAA GGT GAT GTT TGG 
GTC-3' ��� �����s�, 5'-CTG GAG CTA TTC CAC CTA CTG 
ATC C-3', 268 b�; OPG ���w���, 5'-AGT ACG TCA AGC AGG 
AGT GCA AT-3' ��� �����s�, 5'-CCA GCT TGC ACC ACT 
CCA A-3', 129 b�; RANKL ���w���, 5'-AGA GCG CAG ATG 
GAT CCT AA-3' ��� �����s�, 5'-TTC CTT TTG CAC AGC 
TCC TT-3', 180 b�; ��� GAPDH ���w���, 5'-CAA CTA CAT 
GGT TTA CAT GTT C-3' ��� �����s�, 5'-GCC AGT GGA 
CTC CAC GAC-3', 163 b�. PCR w�s ������� ��� �� � 20 µl ����-
���� ��x���� ���������g 10 µl �QTM SYBR-G���� S������x 
(B��-R�� L�b��������s, H����l�s, CA, USA) ��� 0.5 µl �� �DNA 
����l���. PCR w�s ��������� �� �� ABI 7900 HT ��s� ���l-���� 
PCR sys��� (A��l��� B��sys���s) �s��g ��� ��ll�w��g �y�l� 
parameters: 1 cycle of 95˚C for 1 min, and 40 cycles of 95˚C for 
20 sec, different temperatures for 20 sec and 72˚C for 18 sec. 
U��� ����l�����, � ��l���g ����� w�s �x������. S������� 
�����s w��� g�������� �s��g s����lly ��l���� s�l�����s �� �DNA 
������� ���� ��� ������l g���� s���l�. T�� ���g�� g��� ����-
s�����s �� ���� g���� s���l� w��� �����l�z�� �� ��� b�s�s �� 
GAPDH.

Western blot analysis. T�� ������� ��lls w��� �����s��� ��� 
lys�� w��� N������ P-40 lys�s b����� (20 �M T��s-HCl, �H 7.5, 
150 �M N�Cl, 1 �M MgCl2, 1 �M C�Cl2, 10% glycerol, 
1% Nonidet P-40) supplemented with protease inhibitors 
(2 µg/�l ���������, 2 µg/�l l�������� ��� 1 �M PMSF) ��� 
���s�����s� ����b����s (1 �M s����� �������������, 10 �M 
N�F). P������ �������������s w��� ���������� �s��g ��� BCA 
������� �ss�y. Eq��l ������s �� �������s w��� s�������� 
by SDS-PAGE on a 12% reducing gel at a constant voltage 
(110 V) ��� �����x�����ly 2 �, ��� ����sbl����� ���� PVDF 
membranes. The non-specific binding sites on the membranes 
were blocked with 5% skimmed milk. The blots were probed 
w��� �����l���l ��bb�� ����-����� S���4 (1:2,000), Cb��1/
R��x2 (1:1,000) ��� β-����� (1:1,000) ����b����s ������g�� 
at 4˚C with rocking, followed by incubation with goat anti-
��bb�� ���j�g���� w��� ���s�����s� ����x���s� (1:2,000). T�� 
����g��-����b��y ����l�x�s w��� ���� �������� w��� �������� 
�����l�����s����� (ECL) ���g��� (S���� C��z B��������l�gy, 
Inc., USA). Bands were then quantified by scanning densitom-
���y (170-8070 M�l���l�� I��g�� C����D�� XRS Sys���; 
B��-R��). P������ �������������s w��� ���������� �s��g ��� 
T���� 190 ������� �ss�y sys��� ��� �����l�z�� �� β-����� �� 
��� s���l�.

Statistical analysis. D��� w��� ���lyz�� �s��g ��� SPSS 
���k�g� ��� W����ws (���s��� 13.0). Q����������� ���� w��� 
�x���ss�� �s ��� ����s ± s������� ��������� (SD). S����s����l 
���lys�s �� ��� ���� w�s ��������� w��� ��� S������'s �-��s� ��� 
ANOVA. P-��l�� <0.05 w�s ���s������ �� �������� � s����s��-
cally significant difference.

Results

Effect of icariin on cell viability in hFOB 1.19 cells. I������ 
(10-12, 10-9 ��� 10-6 M) significantly increased cell viability by 
approximately 111.67±4.72, 136.50±6.47 and 123.17±4.49% in 
hFOB 1.19 cells compared to the control cells (100±0.00%, 
P<0.01) (F�g. 2A). T�� ��ll ���b�l��y w��� 10-9 M �� ������� �� 24 � 
(116.57±6.16%), 48 h (139.42±7.53%) and 72 h (143.91±5.13%) 
was significantly higher than that at 0 h (100±0.00%, P<0.01) 
(F�g. 2B). T��s� ��s�l�s �������� ���� ������� �������s �s���-
bl�s��� ��ll ���b�l��y �� � ��s�- ��� ����-��������� ������.

Effect of icariin on ALP activity and calcified nodules in 
hFOB 1.19 cells. T�� ALP �������y �� ��� �FOB 1.19 ��lls w�s 
������s�� by 1.09-, 1.21- ��� 1.13-��l� w��� ��� ��lls w��� 
treated with icariin at the final concentrations of 10-12, 10-9 
��� 10-6 M, respectively, significantly higher than that of the 
control cells (P<0.05) (Fig. 3). The calcified nodules appeared 
b��g�� ��� �� ��l�� by Al�z���� ��� S s������g (F�g. 4). I������ 
�� 10-12, 10-9 ��� 10-6 M stimulated the formation of calcified 
����l�s s�g��������ly �������� �� ��� ������l ��lls. T��s� 
��s�l�s s�gg�s� ���� ������� �������s ALP �x���ss��� ��� ��� 
formation of calcified nodules in hFOB 1.19 cells.

Effect of icariin on BMP-2, Smad4, OPG and RANKL mRNA 
expression in hFOB 1.19 cells. I������ ������� � 1.24-, 1.38- 
��� 1.32-��l� ������s� �� BMP-2 �RNA �x���ss��� (P<0.01) 
(F�g. 5A) ��� � 1.08-, 1.23- ��� 1.15-��l� ������s� �� S���4 
�RNA �x���ss��� (P<0.05) (F�g. 5B). F����������, ������� 

F�g��� 2. E����� �� ������� �� ��ll ���b�l��y �� �FOB 1.19 ��lls. T�� �FOB 1.19 
cell viability increased at each concentration, with significant statistical dif-
�������s �bs����� b��w��� ��� ��lls ������� w��� ������� ��� ��� ������l ��lls. 
(A) C�lls w��� ������� w��� ��� ��������� �������������s �� ������� ��� 48 �. 
(B) C�lls w��� ������� w��� 10-9 M �� ������� ��� ��� ��������� ���� ������s. 
C�ll ���b�l��y w�s ���������� by ��� MTT �ss�y. D��� ��� �����g�s ± SD 
(����� b��s) ���� �� l��s� 3 ����������� �x��������s. **P<0.01, s����s����lly 
significant vs. control. C, control cells.
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not only significantly increased OPG mRNA expression in 
hFOB 1.19 cells (P<0.01) (Fig. 5C), but also significantly 
������s�� RANKL �RNA �x���ss��� �� �FOB 1.19 ��lls �� �ll 
�������������s ��s��� (P<0.01) (F�g. 5D). T�� �����ll ������s 
�� ������� �� ��� OPG/RANKL �RNA �x���ss��� ����� �� 
�FOB 1.19 ��lls ��� s��w� �� F�g. 5E. T�� ��s�l�s �l���ly ����-
cated that icariin significantly increased the OPG/RANKL ratio 
�� �FOB 1.19 ��lls (P<0.05), s�gg�s���g ���� ������� �������s 
b��� ��������� ��� ��s ������s �� OPG ��� RANKL �x���ss���.

Effect of icariin on Smad4 and Cbfa1/Runx2 protein expres-
sion in hFOB 1.19 cells. T� ������� �x�l��� ��� �������s� by 
w���� ������� ��g�l���s b��� ���������, w� ���lyz�� ��� ������� 
�x���ss��� l���ls �� S���4 ��� Cb��1/R��x2 ����� ������� 

��������� �s��g w�s���� bl�� ���lys�s (F�g. 6A). I������ (10-12, 
10-9 ��� 10-6 M) significantly increased Smad4 expression 
(0.42±0.06, 0.76±0.07 ��� 0.81±0.05) �� ��� �FOB 1.19 ��lls 
�������� �� ��� ������l ��lls (0.35±0.04, P<0.05) (F�g. 6B). 
I������ (10-12, 10-9 ��� 10-6 M) significantly increased Cbfa1/
R��x2 �x���ss��� (0.41±0.04, 0.71±0.05 ��� 0.68±0.04) �� 
��� �FOB 1.19 ��lls �������� �� ��� ������l ��lls (0.38±0.03, 
P<0.01) (F�g. 6C). T�k�� ��g�����, ���s� ��s�l�s s�gg�s� ���� 
������� ����l���s ��� �����ss �� b��� ��������� ��� ��s ������s 
�� S���4 ��� Cb��1/R��x2 �x���ss���.

Discussion

I� ��� ���s��� s���y, w� sys��������lly ���l����� ��� �s���-
���������� ������s ��� �������s� �� ������s �� ������� �� 
��� �FOB 1.19 ����� �s���bl�s��� ��ll l���. O�� ��s�l�s 
�l���ly �����s����� ���� ������� �������s ��� ��ll ���b�l��y 
��� ������s�s ��� ������ �� ��l������ ����l�s, �s w�ll �s 
������s��g ��� �x���ss��� ����� �� OPG/RANKL �� �FOB 1.19 
��lls. I� ��������, ��� ��s�l�s s��w ���� ������� ����g�l���s ��� 
�x���ss��� �� ALP, BMP-2, S���4, Cb��1/R��x2, OPG ��� 
RANKL, s�gg�s���g ���� �� �������s �s���bl�s��� b��� �����-
���� by ��� BMP-2/S���4 s�g��l ����s������� ����w�y.

Os�������s�s, � ���g��ss��� ��s����� �� �g��g b���, �s � 
w��l�w��� ���l�� ���bl�� w��� � ��g� �����l����. B��� �s � 
�y����� ��ss�� w����by �l� b��� �s ������� by �s����l�s�s ��� 
��w b��� �s ������ ���������sly by �s���bl�s�s. B��� g�����-
����, ����������� ��� ���l��g ��� ����l������ �����ss�s �� 
w���� �s���bl�s�s, �s����l�s�s, ��� �s����y��s ��� k��w� �� 
�l�y ��������� ��l�s (18). M�l���l� ������s ��� ���s� ��� l�ss �� 
b��� ��ss, ���l����g ������s�� b��� ��������, w���� ��s�l�s 
�� �� ��b�l���� �� �s����l�s�s ��� �s���bl�s�s �� ��� b��� 
������l��g �����ss (19). T��������, �g���s w��� �� ���b�l�� 
������ �� ��� b��� ��y b� ��������� �� ������s��g ��� �������y 
�� �s���bl�s�s ��� �������g �s�������s�s.

Figure 4. Effect of icariin on calcified nodules in hFOB 1.19 cells. The hFOB 1.19 cells were treated with or without icariin for 14 days. Alizarin red S staining 
for mineralization. The calcified nodules appeared bright red in color.

F�g��� 3. E����� �� ������� �� �lk�l��� ���s�����s� (ALP) ���������s �� 
�FOB 1.19 ��lls. T�� �FOB 1.19 ��lls w��� ������� w��� �� w������ ������� 
��� 48 �. C�ll lys���s w��� �s�� ��� ALP �������y ���s�������. R�s�l�s w��� 
�b������ ���� 3 ����������� �x��������s, ��� ���� ��� �����g�s ± SD (����� 
b��s), *P<0.05; **P<0.01 �s. ������l. C, ������l ��lls.
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F�g��� 5. E����� �� ������� �� BMP-2, S���4, OPG, RANKL �RNA �x���s-
s��� ��� ��� OPG/RANKL ����� �� �FOB 1.19 ��lls. T�� �FOB 1.19 ��lls 
w��� ������� w��� �� w������ ������� ��� 48 �. T���l RNA w�s �s�l���� ��� 
���l-���� PCR w�s ��������� �� ��������� ��� �RNA �x���ss��� l���ls �� 
(A) BMP-2, (B) S���4, (C) OPG, (D) RANKL ��� (E) OPG/RANKL, w���� 
w��� �����l�z�� �� ���s� �� GAPDH. R�s�l�s w��� �b������ ���� 3 �������-
���� �x��������s, ��� ���� ��� �����g�s ± SD (����� b��s), *P<0.05; **P<0.01 
�s. ������l. C, ������l ��lls.

F�g��� 6. E����� �� ������� �� S���4 ��� Cb��1/R��x2 ������� �x���ss��� �� 
�FOB 1.19 ��lls. T�� �FOB 1.19 ��lls w��� ������� w��� �� w������ ������� ��� 
48 �. T���l ������� w�s �s�l���� ��� (A) w�s���� bl�� ���lys�s w�s ��������� 
�� ��������� ��� ������� �x���ss��� l���ls �� (B) S���4 ��� (C) Cb��1/R��x2, 
w���� w��� �����l�z�� �� ���s� �� β-�����. R�s�l�s w��� �b������ ���� 
3 ����������� �x��������s, ��� ���� ��� �����g�s ± SD (����� b��s), *P<0.05; 
**P<0.01 �s. ������l. C, ������l ��lls.
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T�� s���y �� C����s� ���bs �s w����w��l� �s ���s ��y 
l��� �� ��� ��s�����y �� ������� �g���s w���� ��� s����l��� 
��� ���l��������� ��� ��������������� �� �s���bl�s�s. R�����ly, 
Epimedium ��s �������� ������s�� ��������� s���� ���y 
s�����s �� �����ls ��� ��ll ��l���� sys���s ���� ��������� 
���� ������� �l�ys �� ��������� ��l� �� ��� ���������� �� �s���-
����s�s (20,21). H����, �� ��� ���s��� s���y, w� �x�l���� ��� 
������ �� ������� �� ��� �FOB 1.19 ����� �s���bl�s��� ��ll l���.

The results of the present study confirm that icariin 
s����l���s ��� ���l��������� �� �FOB 1.19 ��lls �� � ��s�- ��� 
����-��������� ������. Os���bl�s�s ��� ������� ���� ��s��-
��y��l s��� ��lls. T�� s�q������l �x���ss��� �� �y�� I ��ll�g��, 
ALP ��� ��� ����s����� �� ��l���� ��� k��w� �s ��l���l�� 
���k��s. H���� �s���bl�s�s ��l����� ��� 48 � �� ��� ���s���� �� 
10-12, 10-9 ��� 10-6 M of icariin exhibited a significant increase 
�� ALP �������y, ��� ��� ��������� �� ������l�z�� ����l�s 
increased significantly after the cells were cultured for 14 days 
�� ��� ���s���� �� 10-12, 10-9 ��� 10-6 M �������. As ��� ������-
���� �� ALP �������y �s �� ���ly ������y��� ���k�� ��� ������ 
�s���bl�s�s, ��� ������l�z�� ����l� ��������� �s � ������y��� 
���k�� ��� � l���� s��g� �� �s���bl�s� ���������������, ��� ��s�l�s 
s�gg�s��� ���� ������� s����l���� b��� ���������. F������ s���y 
�s ��q����� �� �l����y ��� ��ss�bl� ���������l ������s �� ������� �� 
����l C� ����s���� ���� ������b��� �� ��� ���s�������� �� b��� 
��ss �� �����l ����ls �� �s�������s�s.

BMPs �l�y ��������� ��l�s �� ��� ��g�l����� �� b��� �����-
����, ������ ��� ����������� (22). BMP-2 ��s �����s������ 
� s����g �s���-��������� �������y, ��� ��s b��� s��w� �� 
������ ��� �s���bl�s��� ��������������� �� ������s �y��s �� ��lls, 
���l����g ���-�s���bl�s�s, ���������������� ��s����y��l ��lls 
��� b��� �����w s�����l ��lls (23). T�� �������� �� BMP-2 �s 
�������� by ���������������� s�����/��������� k���s� ��������s 
��� ��� ��w�s����� ����s�������� ������s, S���1, 5 ��� 8 (24). 
A���� ���s� ����s�������� ������s ��� ���s����yl���� �� s����� 
��s����s, ���y ���� � ����l�x w��� S���4 (� ������ ����-
����), ��� s�bs�q����ly ��� ����l�x �s ����sl������ ���� ��� 
���l��s �� �������� ��� ����s�������� �� Cb��1/R��x2, �����by 
��g�l����g b��� ����b�l�s� (25). O�� ��s�l�s ��������� ���� ��� 
BMP-2, S���4 ��� Cb��1/R��x2 �x���ss��� ������s�� �� ��� 
�������-������� �FOB 1.19 ��lls.

Os���bl�s�s ��� ��������� �� ��� ��s������� ���� ��� �s���-
�l�s�s ��� ��������� �� ��s��b �l� b��� �� ��� b��� ������l��g 
�����ss. OPG ��� RANKL ��� �������l �� ����������g �s���-
�l�s��g���s�s ��� b��� �����s��s�s (26,27). OPG bl��ks 
���s� ������s ��� �������s b��� ��s�������, w�����s RANKL 
�����s���s ��� �s���bl�s�-������� ������ ��q����� ��� �s����l�s� 
��������� (28,29). T�� l���ls �� OPG ��� RANKL �l�y �����-
���� ��l�s �� ��� ��g�l����� �� ��� ��������� �� �FOB 1.19 ��lls. 
O�� s���y ��������s ���� OPG ��� RANKL �RNA �x���ss��� 
������s�s ����� ��������� w��� �������. As ��s s����l����y ������s 
�� OPG �RNA �x���ss��� w��� s����g�� ���� ���s� �� RANKL 
�RNA �x���ss���, ��� ������s �� ������� �� 10-9 ��� 10-6 M �� ��� 
OPG/RANKL ����� w��� �ls� s����l����y. T��s� ��s�l�s s�gg�s� 
���� ������� �������s b��� ��������� �����g� ��s ������ ������s 
�� ����l����g ��� �x���ss��� �� OPG ��� RANKL.

Icariin, an active ingredient identified in Epimedium, �s 
������ly �s�� ��� ��� ��������� �� �s�������s�s �� ����������l 
C����s� ��������. T�� ���s��� s���y �l���ly �����s�����s 
���� ������� ����l���s ��� �����ss �� b��� ��������� ��� ��� 
��g�l����� �� ��� BMP-2/S���4 s�g��l ����s������� ����w�y 

�� �FOB 1.19 ��lls. O�� s���y �������s ��� �������� �� s������ 
��� �s� �� ������� �s �� ��������� ��������� ��� ��� ����g����� 
�� �s�������s�s. F������ s�����s ��� ��q����� �� �l������� ��� 
�������s�s by w���� ������� �������s �g���s� b��� l�ss.
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