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　Berberine−type　alkaloids 　were 　quantitatively　 adsorbed 　by　the　S6phadex　ion　exchanger
and 　eluated 　with 　pyridine ： AcOH ：H20 ； 1 ：4 ：20，

　The 　 alkaloids 　 could 　be　determined 　directly　in　the　eluate 　by　ultraviolet 　spectropho −

tometry ，

　イオ ン 交換樹脂 に よ る生薬中の ア ル カ ロ イ ド定量 法 は 1956年 Brochmann −Hanssen2）が キ ナ 皮お よ び ホ ミカ に つ

い て の 成績 を発表 し て い る．ま た ベ ル ベ リン 型 ア ル カ ロ イ ドの 定量 に関し て イ オ ン 交換樹脂を 応用 し た報告
3）4 ）も行

なわ れ て い る が，し か し こ れ をベ ル ベ リ ン 型 ア ル カ ロ イ ド含有生 薬 で あ る 黄連，黄柏 な どに応 用 し た品質評価 とい う

点 に つ い て は考察され て い な い ．著者 らは さきに 微生物試験法に よ るベ ル ベ リン 定量法
5） な らび に黄連 お よび 製剤 中

の ベ ル ベ リ ン 含量 に 関す る 考察 を行 な い
6），さ ら に黄連 の 抗菌作 re7） な らび に 消炎作用

8）に お け る 生 物試験 に つ い て

詳細 な 実験 を し，そ れ ら の 作用発現 は 従来考 え られ て い た黄連即 ち ベ ル ベ リ ン だ け で な くコ プテ ィ シ ン の よ うな他の

ベ ル ベ リン 型 アル カ ロ イ ドを含め て活性 の ある こ とを報告 し た．し たが っ て 黄連 の 品質評価をす る場合 ， 総ベ ル ベ リ

ン 型ア ル カ ロ イ ド含量 の 定量も閙題 とすべ きで あ る と考 え ， こ れ らア ル カ ロ イ ド特 に ベ ル ベ リン ，
コ プ テ ィ シ ン の 定

量法 に つ い て 検討 し イ オ ン 交換 樹 脂 Amberlite 　CG 　50 ，　CM −Sephadex，　 CM −Cellulose お よび Florisilを 用 い て

い ずれ も定量可能な こ と を見 出し た．こ こ に そ の うち最 も操作法 の 簡単 で あ る CM −Sephadex を用 い て の 定量法 に

つ い て 報告す る ．

実験 方 法 お よ び材料

　ヵ ラム 管 は 3cm 　x25 　cm ，　 CM −Sephadex　C−25 は Pharmacia 社製の もの を使用 し た．検体は 水溶液 あ るい は メ

タ ノ ール 溶液 の 場合 は 5 ％ メ タ ノール 溶液 と し て 用 い た．Fig・1 の よ うに カ ラム 管に SePhadex　2．59 を充嗔 し，蒸

留水 で数回洗浄し た後，検体溶液を吸着 させ，流出液が透明 に な る まで蒸留水 で Sephadex を洗浄 し ，
ベ ル ベ リン

の み の 場合 は IN−NaOH で ベ ル ベ リ ン ，コ プ テ ィ シ ン お よび 黄連，黄柏の メ タ ノ ール エ キ ス の 場合 は 1N −NaOH の

み で は Sephadex か ら十 分 に脱離 され な い ベ ル ベ リ ン 型 ア ル カ ロ イ ドが あ る た め に ピ リジ ン ：酢 酸 ：水 ； 1 ：4 ：20

の 溶液 を そ れ ぞ れ 溶出液 とし て 用 い ，1N −NaOH で 溶出し た 場 合 は 20％塩酸で 酸 EEとし て，後者 の 場 合塩酸酸性

とし た 場合 と 420m μ に お け る 吸光度 は 実験 し た 範囲 で は変 わ ら ない の で 直に メス フ ラ ス コ で い ずれ も 5　”g ／m9 −

50　＃9／ml の 塩酸 ペ ル ベ リ ン 相当 とな る よ うに蒸留水 で 調節 し 420　m μ で の 吸光度 か ら塩 酸 ベ ル ベ リン に換 算 し た値

を求め た．CM −Sephadex の 再生 は 1N −NaOH の 場合 は蒸留水で 洗浄 をく り返 し流出液を酸性 と し，ピ リジ ン ：酢
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Fig．1．

酸 ：水溶液 の 場合は 1N −NaOH で
一

度洗浄 し た 後前記同様に 酸性 と すれ ば 少 な く と も反 復 3 回 は 使用出来 る，検体

は 既報り と同様 の もの を使用し た．黄柏 は長 野，新潟，鳥取，愛媛お よ び朝鮮産 の を使用し，エ キ ス 調製法 は 既報
7）

に 準 じ た が エ ーテ ル に よ る 脱脂は 局方試験法に 準 じ た，また栽培黄連 エ キ ス は前報
9） と同様の もの を使用 し た．

実　験　結　果

　1）ベ ル ベ リ ン お よび コ プテ ィ シ ン 標準液 の 吸光度お よ び回 収率　TABLE 　I に 各ア ル カ ロ イ ド塩酸塩水溶液 の 吸光

度 お よ び 回収率 を示 し た ，CM −Sephadex に 吸 着後各 々 の 溶出液 で 溶出 し た後 の 吸 光度 か ら回 収 率 は 96．5％〜100．4％

で あ っ た．

TABLE 　I．　 Light　Absorbancy 　 of 　Alkaloids

Before　the 　 eluation After　the 　 eluation

　 OD 　 at 　420　mp

Recovery 　rate （％）

Berberine ＿HCl

　　5μg／ml

　 10

　 20

　 30

　 40

　 50Coptisine
−HCI

　　5 μ9／ml

　 10

　 20
　 30

　 40

　 50

0，0560

．1160

．2290

．3520
．4900

．556

O．0490

，0970

．1560

．2900

．392e

．460

0，0550

．1120

．2300

．3500

．4890

．556

0，0480
．0980

．1550

．2900

．3920

．461

98．296

．5100

．499

．699

．8100

．0

97，9101

．099

．4100

．0100

．0100

，2

average 　values 　of　five　determination

　2） 1N −NaOH 溶 出液 の 吸 光度 に お よ ぼ す 経時的変化　
一

般 に ベ ル ベ リ ン は ア ル カ リ性溶液 中で は不安定で あ る と

い わ れ て い る の で 1N −NaOH で 溶出後経時的 に酸性 とし て 吸光度を求 め た （Fig．2）．

　3）黄連 お よ び黄柏 エ キ ス の 総 ベ ル ベ リ ン 量 　因州 ， 丹波，越前，ビル マ ，川，雲南，C，　 teeta お よ び ツ ル ゴ カ ヨ

ウ，ま た 黄柏 は長 野，新潟，鳥取，愛媛 お よ び 朝鮮産 の もの に つ い てそ れ ぞ れ 定量 し た．黄連 は 1g を，黄柏 は 59

を用 い ソ ッ ク ス レ ー抽出 メ タ ノ ール 溶液をそ の ま ま 5％ メ タ ノ ール 溶液 とし て 測定 し含量を求 め た．

4）栽培黄連 の 総 ベ ル ベ リ ン 量　丹波黄連の 畑栽培 28 カ月〜70 カ 月まで の もの ，お よ び 武 田薬品京都農園産の 28

カ 月
〜64 カ 月 ま で の 乾燥 メ タ ノール エ キ ス 10mg 中の 含 量 を求 め た．栽培黄連の 個体重量 ，個体エ キ ス 収量 な どに

9） 沢 田 穂 之 助，山原 條 二 ，大 橋 宣 子，土 橋 裕 子，生 薬 ，
26

， 12 （1972）．
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Fig．2．　 Stability　 of 　Berberine 　in　l　N −NaOH

TABLE 　II．　 Assay 　of　Coptis　 and 　Phellodendron

Berberine ・type　Alkaloids（％）

　 　 　 as 　 Berberine −HCl

Coptis

連　

11

〃

〃

〃

〃

黄　

　

　

　

　

　

晦

州

前

波

マ

南

　
 

　

　

　

ル

　
川

沈

因

越

丹

ビ

雲

C
　 　 　 ツ ル ゴ カ ヨ ウ

Phellodendron

　　　愛 　
’
媛　産

鳥

長

新

朝

取 　 〃

野　 〃

潟　 〃

　 エ ーテ ル で 脱 脂

鮮 　 〃

　 エ ーテ ル で 脱 脂

13．012

．012

．812

．513

，011

．710

．92

．5

4．05

．36

．45

，65

．81

，61

，8

つ い て は前報
9）で 報告 し た．

結論お よ び考察

　局方 の ベ ル ベ リ ン 定量 法 は 少量 の 検体 ま た含有量 の 少 な い 場合，さらに製剤 と な っ た場合な どの 実験操作に は技術

が必要 で 時間 が か か る．著者 らは こ の 点を解決す る た め の 新定量法 を検討中 CM −Sephadex 他数種 の 樹 脂を 用 い て

の 定量法 に 成功した．今回 の 黄連およ び 黄柏中の ベ ル ベ リン 量 は従来報告 されて い る もの よ りも高く出 て い る が
一

般

に イ オ ン 交換樹脂 お よび 薄 層 ク ロ マ トを用い る定量法 で は 局 方値の 2 倍程度 の 報告が 多 い ．CM −Sephadex ｝こ よ る 定

量 で は ベ ル ベ リ ン 型 アル カ ロ イ ド全 て を定量 し，総塩酸ペ ル ベ リ ン と し て 示 し た の で さ ら に高 く表 わ れ た もの と推定

さ れ る．ベ ル ベ リ ン ， コ プ テ ィ シ ン お よび 各 エ キ ス を吸着させ た場合さらに現在検討中で あ る漢方 エ キ ス 製剤そ の 他

ベ ル ペ リ ン 製剤 30数種 の 洗浄液な ら び に 溶出液 を 濃縮，そ れ ぞ れ 薄層 ク ロ マ トで 検討 し，漢方製剤中 し ば し ば共存す

る 大黄 ， 黄苓，山梔子 等の 色素成分は 本法 に なん ら影響を与 え な い 事な ど知った が 目下詳細に 上 記製剤中の 成分含量
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TABLE　III．　 Assay　of 　Cultivated　Coptis

　　　　　　　　Cultivated　Periods　　　　　　　　　　　　Berberine −type　Alkaleids（％）

　　　　　　　　　　　（months ）　　　　　　　　　　　 Takeda ＊
　　　　　　　　　　 Tanba ＊＊

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 28 　　　　　　　　　　　　　　　　　27．5 　　　　　　　　　　　　　　　36．5

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　31　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　28。5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36．0

　　　　　　　　　　　　　34　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　27．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　37．0

　　　　　　　　　　　　 37　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　29．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　38，0

　　　　　　　　　　　　 40　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　33．0

　　　　　　　　　　　　 43　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36．5
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 46　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　38．0

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 49　 　　　　 　　　　 　　　 　　　34．r　　 　　　　 　　　 　　　　 −

　　　　　　　　　　　　 52　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　34．〔　　　　　　　　　　　　　　　　　　　42，5

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　38．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　42．0

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 60　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 42．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　45．0

　　　　　　　　　　　　 64　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　38．2

　　　　　　　　　　　　 67　　　　　　　　　　　　　　
−

　　　　　　　　　　　　　47．5

　　　　　　　　　　　　 70　　　　　　　　　　　　　　　 − 　　　　　　　　　　　　　　45．0

　　　　　　　　　　　
＊

　武 田 薬 品 京 都 試 験 農 園，＊ ＊

　兵 庫 県 氷 上 郡 山 南町

と記載量 とに つ い て 検討中で あ る が ， 黄連お よ び黄柏の 品質評価をす る た め の 定量法とし て は 満足 すべ きもの と考え

る．

．
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