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　Asimultaneous　determination　of 　berberine−type　alkaloids （coptisine ，
　berberine　and 　pal−

matine ）in　Coptis　Rhizome　and 　Phettodendri　Cortex　water 　extracts 　was 　investigated　by　capil −

lary　electrophoresis ．　 Free−zone 　capillary 　electrophoresis 　in　l　OO　mM 　phosphate　buffer　at
pH 　8．5　gavc　complate 　separation 　of 　three 　alkaloids 　within 　20　min ，　 A 　sample 　solution

was 　introduced　by　the 　hydrostatic　method （10s）and 　on −column 　detection　was 　perf（）rmed
at 　214nm ．　 The 　calibratien 　curves 　of 　each 　alkaloid 　gave　good 　linearities　over 　the　concen −
t・at 三・ n ・ang ・ at 　4 〜20   ml

− 1
．　 C ・pti・i・・

，
　b・・b・・ine　and 　p・1m・ti・ ・ in　crud ・ d・・ g　w ・ t・・

extracts 　were 　detcrmincd　with 　good 　reproducibility ．

Keywords ： capillary 　electrol ）horesis； Captis　Rhizoma ；PheUodendri　Cortex；berberine； pa1−
　 　 　 　 　 　 matlne ．

1 緒 言

　 日 本 薬 局 方収 載 の 生 薬 で あ る オ ウ レ ン （黄 蓮）

（CoPtidis　Rhizoma）
1＞や オ ウ バ ク　（黄 柏） （Phetlodendri

c ・rtex ）
2）

の 理 化学的 な 品質評価 は
， 薬効成分 で あ る ベ ル

ベ リ ン 型 ア ル カ ロ イ ドの 定量値 に よ り行 わ れ て い る．ベ

ル ベ リ ン の 分 析 法 と して は，吸光度測定法
3）4）

， 薄層 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー5）6），高速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ーη

〜9｝な ど種 々 の 方法 が 報告 さ れ て い る．し か し，
こ れ らの 方法 は，生 薬 の よ うな 複雑 な マ トリ ッ クス を持

つ 天然物 の 分 析法 と して は十分 と は 言 い に く い ．一方 ，

キ ャ ピラ リ
ー
電気泳動 （CE ） は ， 高 い 分離能 を持 つ 分

離分析法 と して 知 ら れ て お り，生薬分 析 へ の 適用 も試 み

られ て い る
10）12）．本法 は ，少 量 の 電 解 液 を 用 い て 短 時

間 に 分析が 終了 し，又分離管 と して 中空管を使用 す る た

め ， 汚染 して も分離管の 洗浄 は容易 で あ り，繰 り返 し使

用 に よる 変動 が 少な い ．更 に ，フ リーゾーン で 泳動 させ

た 場合 ， 試料中の 分 析対象物質 を，イオ ン性物質 に 限 定

す る こ と が で きる利点が あ る．

　著者 ら は，既 に 製剤中の ベ ル ベ リ ン （Ber．） を CE に

よ る 分 析 に つ い て 報告 し た が
13 ）

， 今回 は
， 生 薬 で あ る

黄蓮及 び黄柏の 水抽出液 中 の ベ ル ベ リン 型 ア ル カ ロ イ ド

で あ る Ber．，パ ル マ チ ン （Pal．）及 び コ プチ シ ン （Cop．）
の 同時定量 に 本法 を適 用 し た ．
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2 方 法

　2・1　装置及び試薬

　装置 は，Waters　Quanta　COOO　System を 用 い
， 分 離 用

キ ャ ピ ラ リ
ー

は ，75 μm × 60cm （有 効長 55　cm ） の

Waters 製 ア キ ュ セ ッ プキ ャ ピ ラ リ
ー

を使用 した．検出

は，装置 に 内蔵 の 紫外吸光検出器 を用 い ，オ ン カ ラ ム 検

出法 に よ り行い ，214　nm を検出波長 と し た．

　2 ・2　標準品，試薬及び試料

　標準品 は
， 和光純薬製の 生薬定量 用標準品 を 使用 し

た．そ の 他 の 試薬 は ，和光純薬製 の 試薬特級 を そ の ま ま

用い た．

　試料 は
， 黄蓮 5 種 （鳥取産 ， 因州産 ， 越前産 ， 丹波

産，中国産各 1種）及 び 黄柏 6 種 （北陸市場品 1 種，

大 阪市場 品 2 種，徳島市場 品 3 種，い ずれ も産 地 不明）

を 用 い た．

　 2・3　標準溶液及び試料溶液の隅製

　標準溶液 は，各標準品約 2mg を精密 に 量 り，水 に 溶

か し て 50　ml と した も の を使用 し た．黄蓮及 び 黄柏 は
，

約 0．5g を 量 り ， 水 50　ml を加 え，直火で 1時間 で 約半

量 に な る ま で せ ん （煎）じ，ガーゼ で 泝過 し，泝液 に 水

を 加 え て 50m 玉と し た．こ れ を遠 心 分 離 して 得 られ た

上 澄 み液を Ber．含 量 が 2mg 　50　mrL に な る よ う に水

で 希釈 し， 前処理 す る こ と な くそ の まま 試料溶液 と し

た ．

　 2・4　分析条件

　泳動緩衝液 は，100mM リ ン 酸二 水素一カ リ ウ ム 水溶

液 に
， 100mM リ ン 酸一水素ニ カ リウ ム 水溶液 を加え て

pH 　8．5 に 調 製 し た リ ン 酸緩衝 液 を使用 し た．又 ， 泳動

電圧 は 7，00kV と し た．標準溶液及 び 試料 溶液 の 注 入

は
， 陽極 か ら落差法 （10s） で 行 っ た ．定量 は

，
ピーク

面積 を 基 に して 作成 し た絶対検量線法 に よ り行 っ た．

3 結果及 び考察

　3・1 泳動緩衝液の検討

　緩衝液 と し て ，リン 酸緩衝液，ク エ ン 酸緩衝液及 び リ

ン 酸
一
ホ ウ 酸緩衝液に つ い て 検討 し た が，分 離能，ピL

ク の 再 現 性及 び対象性 は ，リ ン 酸緩衝 液 が 最 も良 か っ た

の で ， リ ン 酸緩衝液を使用 した．

3 ・2　泳動緩衝液の pH の検討

リ ン 酸緩衝液 の pH を 2〜10 ま で 変化 させ
， 泳 動緩
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Fig．1　Relationship　betwcen　pH 　of 　phosphate　buf−

fer　and 　migration 　time

衝液 の pH に 及 ぼ す 3 種 の ア ル カ ロ イ ドの 泳動時間 の

変動 を 検討 した．Fig．1 に 示 し た よ う に
，　 pH 　6 ま で は

緩衝液中の 水素 イオ ン 濃度 に 泳動時間 は大 き く依存 して

い る が
， pH 　6 以上 で は あ ま り そ の 影響 を 受 け な い こ と

が 分 か っ た ．こ の 分離挙動 は
， 各 ア ル カ ロ イ ドの pKa

が 近似 して い る た め で あ り，3 種 の ア ル カ ロ イ ドは，共

に pH　6 付近 で 電離の 変化 が 起 き て い る こ と を示唆 し て

い る．そ こ で ，試 料中 の き ょ う雑成 分 と の 分 離状態 及 び

泳動時間 を考慮 し，泳動緩衝液の pH は 8．5 と し た．

　3 ・3　泳動綴衝液 の イ オ ン強度の 検討

　次 に
， リン 酸緩衝液 の イオ ン 強度を 40 か ら 120mM

ま で 変化 さ せ た と き の 3 種 の ア ル カ ロ イ ドの 泳動時間

の 変動 を検討 した が，各ア ル カ ロ イ ド共 に ほ ぼ 同様の 閧

係 が得 られ，イオ ン 強度 が高く な る に 伴 い 泳動時間が少

し長 くな る関係 が得 られ た，そ こ で ， 試料中 の き ょ う雑

成分との 分離状態及 び ピー
ク の 対象性 や シ ャ

ープき を考

慮 し
， 緩衝液 の イオ ン 強度 を IOOmM と し た．

　 3 ・4　泳動電庄 の検討

　Fig．2 に ，泳動電圧 を 3 か ら 11　kV ま で 変化 さ せ た

と き の 3 種の ア ル カ ロ イ ドの 泳動時間の 変動を示 し た ．

泳動電圧 の 増加とと もに 各 ア ル カ ロ イ ドの 泳動時間は 短

縮 さ れ る こ とが 分 か っ た．し か し，泳動電 圧 の 増加 と と

も に 泳 動 電 流 が 増 加 す る の で t 泳 勤 電圧 は 7kV と し

た．こ の 分析条件で の 泳動電流 は 40 μA で あ り ， 1 サ

イク ル の 分析時間 は 20 分以内で あ っ た．

　Fig．3 に，著者 らが 設定 した CE 条件で 得 られ た電

気泳動 図 を示 した．Fig，3 の （A＞は 3 種の 標準 品 で あ
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Fig．2　Relationship　between　 migration 　voltage 　and

migration 　time

り，（B ） は黄蓮 ｛試料 D ，（C ） は 黄柏 （試料 1）の 水

煎液 の 電気泳 動図 で あ る．試料 中 の G ・ p．， Ber．及 び

Pal．は，水抽出液中の 他の 含有成分 の 影響 を受 け る こ と

な く 各 々 単 独 の シ ャ
ープな ピーク と して 泳動 さ れ て い

る．

直線域 で の ピーク 面積 の 再現性 は，相対標準偏差 が 約

2％ 以内 〔陀 ＝4｝ と な り，満足 の い く精度 で 定 量 で き る

こ とが 分 か っ た．

　 3 ・6　添加回収実験

　試料に ，各 ア ル カ ロ イ ドの 含有量 と ほ ぼ 同量 の 標準品

を添 加 し，定 量 と 同様 の 操作 を 行 い ，回収率 を 算出 し

た．結果 は ， Cop ．は 98．5％，　 Ber．は 101．2％，　 Pal．は

gg．2％ と な り ， 又 相対標準偏差 も 2％ 以 内 と定量 精度

と大差 の な い 回収率が 得 られ た．

　3 ・7 黄蓮 及 び黄柏 水抽 出液 中 の Cop ．，　Ber．及 び

Pa 且．の 定量

　著者 らが 用 い た 5 種 の 黄蓮及 び 6 種 の 黄柏水抽 出エ

キ ス 中 の Cop．
，
　Ber．及 び Pal．の 定 量 結果 を Table　1 及

び 2 に 示 した，

　結果 は
， 黄蓮 及 び 黄柏 の 水抽出液中の 各アル カ ロ イ ド

の 定量値 を，水抽出液を減圧濃縮 して 得 られ た エ キ ス 中

の 含量 （％） で 示 し た が，い ず れ の 試料 に つ い て も定量

値 の 変動 は 2％ 前後 で あ っ た ．な お
， 黄柏水抽 出液中

に は Cop ．は検出 さ れ な か っ た．

　3 ・5 定量精度

　標準溶液 中 の 3 種 の ア ル カ ロ イ ドの 濃度 と得 ら れ た

電 気泳動図 の ピーク面積 の 間 に は
14

〜20μgmr
艮

の 範

囲 で
， 良好 な 直線 関 係 （r1 ・O．999）が 認 め ら れ た．又 ，

　黄 蓮 及 び 黄 柏 中 の ベ ル ベ リ ン 型 ア ル カ ロ イ ドの CE

に よ る 簡便 な 分析法を確立 し た．本法に よ り，生薬 の 水

煎液中 の Cop．，　Ber，及 び Pal，が，前処理 な どの 必 要は

な く，抽出液 を そ の ま ま 装置 に 導入 す る こ と に よ り ， 短

厂
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Fig．3　Electropherograms　of 　berberine　type　alkaloids

Electropherogram： A ，　 standards 　 selution 　l　B ，
‘Ohren ’decoction；C ，

‘Ohbaku ，
　decoc−

tion 　l　 Peaks： 1，　 coptisine ； 2
，　 berber三nc ； 3

，　 palmatine．　 Conditions： capillary ，75

ym × 60　cm （55　cm 　to　the　detector）；electrolyte ，100　mM 　Na2HPO
＋

−100　mM 　NaH2PO4

（pH 　8．5＞； applied 　voltage ，7kV ；detection，214nm
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