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柱前衍生-高效液相色谱法检测水中王铜残留的研究
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摘   要：建立了一种柱前衍生-高效液相色谱检测水中王铜 (碱式氯化铜，copper oxychloride) 的
方法，并应用于不同水样中王铜残留量的测定。样品在酸性条件下经二乙基二硫代氨基甲酸钠

(DDTC-Na) 柱前衍生，使用 C18 反相色谱柱，以甲醇-水为流动相等度洗脱，在 305 nm 波长下

进行检测。结果表明：在 0.06~2 mg/L 范围内，王铜的质量浓度与对应的峰面积间线性关系良

好，方法的检出限 (LOD) 为 0.02 mg/L，定量限 (LOQ) 为 0.06 mg/L；在 0.06、0.2 和 1 mg/L 添

加水平下，王铜在 3 种水样中的平均回收率在 85%~108% 之间，相对标准偏差  (RSD) 在
2.2%~14% 之间，3 种水样对王铜的检测均不产生干扰。该方法准确、可靠，操作简便，可应

用于快速检测水中王铜的残留量。
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Determination of copper oxychloride residue in water using high
performance liquid chromatography method with pre-column derivatization

YU Jinliang1,    DU Zhuoshi2,    ZHOU Mingzhen1,    LV Qingke1,    SONG Hongyu*,1

(1. Suzhou Xishan Zhongke Drugs Research and Development Co. Ltd, Suzhou 215000, Jiangsu Province, China;
2. Department of Chemical Engineering, University of Missouri-Columbia, Columbia MO, America)

Abstract: A new method was developed for the determination of copper oxychloride residue in
different water matrix using high performance liquid chromatography with pre-column derivatization.
The sample was acidified and then pretreated with pre-column derivatization method using sodium
diethyldithiocarbamate before injection. The chromatographic separation was performed on a C18

reversed phase column，using methanol and water as the mobile phase and quantified by UV-vis
spectroscopy at the wavelength of 305 nm. The results showed that the calibration curve was linear
within the range of 0.06-2 mg/L. The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of this
method were 0.02 mg/L and 0.06 mg/L, respectively. The average recoveries in three different water
matrix at three spiked concentration levels of 0.06, 0.2 and 1 mg/L ranged from 85% to 108% with the
relative standard deviations (RSD) from 2.2% to 14%. The substances in all different water matrix did
not appear to interfere with the determination. This method is simple, accurate and reliable, which is
suitable for the rapid determination of copper oxychloride in water.
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王铜 (copper oxychloride) 又名碱式氯化铜，

难溶于水，常以粒子形式粘附在叶片表面，依靠

植物表面水的酸化逐步释放铜离子，是一种无机

铜保护性杀菌剂，作为一种“固定的铜”而具有

“缓释”效应，与传统的硫酸铜相比对植株更安

全、使用期长、药害小，已成为含铜新制剂中最

主要的有效成分[1]。目前，王铜在中国的登记作物

有番茄、柑橘、花生、黄瓜、人参、水稻和烟草

等[2]。

由于铜是人体所必需的微量元素，所以普通

人群因铜摄入超标而引发的中毒事件鲜有发生。

从农业生产和人体健康的角度看，作物残留的铜

污染问题并不明显[3]，因此目前中国尚未见到对无

机铜制剂残留限量的规定，仅在生活饮用水卫生

标准中规定了铜的最大残留限量  (MRL) 值为

1 mg/L[4]。但无机铜既不会降解，也很少移动，长

期施用仍会在土壤中积累并对生态环境造成污

染[5]，尤其在水环境中，游离态的铜离子能与水生

生物蛋白质中的巯基结合，干扰巯基酶的活性，

从而对水生生物造成危害[6]，因此有必要对其在水

中的浓度进行检测。

目前，铜的检测方法有分光光度法[7-9]、原子

吸收法[10-11]、电化学法[12-13]、离子色谱法[14]、电感

耦合等离子体质谱法[15-16]和离子印迹法[17]等。分光

光度法较易受到基质干扰，其他方法则大多需要

特殊仪器或耗材。高效液相色谱法具有较好的选

择性，且普及率高，操作简便，但常规的紫外检

测器无法直接对铜进行检测，因而目前较少将高

效液相色谱法用于农药制剂中王铜的检测。

二乙基二硫代氨基甲酸钠 (DDTC-Na) 是一种

常见的铜衍生化试剂，能与 Cu2+ 反应生成黄棕色

胶体配合物 (Scheme 1)。 GB/T 5750.6—2006 中介

绍了 DDTC-Na 分光光度法测定生活饮用水及其水

源水中的铜，最低检测质量为 2 μg[18]。本研究以

DDTC-Na 为衍生化试剂，采用柱前衍生法将 Cu2+

转化为带发色光团的有机配合物，同时利用色谱

柱的分离能力排除其他干扰，以建立一种王铜的

高效液相色谱检测方法，并应用于不同水样中王

铜残留量的测定。

1    材料与方法

1.1    仪器与药剂

Thermo Dionex UltiMate 3000 高效液相色谱

系统，配可变波长检测器 (variable wavelength
detector，VWD)(美国 Thermo 公司)；SB25-
12DT 超声波清洗仪 (宁波新芝生物科技股份有限

公司)；XS105DU 分析天平 (美国梅特勒-托利多集

团)；纯水仪 (美国 Millipore 公司)。
甲醇和冰乙酸均为色谱纯  (美国 Fisher 公

司)；王铜 (copper oxychloride) 标准品 (99.0%，Dr.
Ehrenstorfer)；三水合二乙基二硫代氨基甲酸钠

(DDTC-Na·3H2O，分析纯，国药集团化学试剂有

限公司)；鱼类养殖用水[19]、ISO 标准稀释水[20]、

OECD 培养基[21]均由苏州西山中科药物研究开发

有限公司提供。

1.2    标准溶液配制

称取 20.2 mg (精确至 0.1 mg) 王铜标准品于

200 mL 烧杯中，加入 150 mL 10% 乙酸溶液，超

声溶解，冷却至室温后转移到 200 mL 容量瓶中，

用 10% 乙酸溶液定容，混匀，配成 100 mg/L 的王

铜储备液。移取 1 000 μL 100 mg/L 的王铜储备液

于 10 mL 容量瓶中，用 10% 乙酸溶液稀释，配成

10 mg/L 的王铜工作溶液，再逐级稀释成 0.06、
0.2、0.5、1 和 2 mg/L 的王铜标准溶液。

1.3    模拟样品的制备

称取 10.1 mg (精确至 0.1 mg) 王铜标准品于

200 mL 烧杯中，加入 100 mL 不同水样 (分别为鱼

类养殖用水、ISO 标准稀释水及 OECD 培养基)，
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搅拌 48 h，制得 100 mg/L 的王铜悬浮液；取王铜

悬浮液过 0.45 μm 水系滤膜，制得王铜饱和溶

液，作为模拟样品。

1.4    衍生化处理

准确称取 (0.2 ± 0.04) g DDTC-Na·3H2O 于

100 mL 烧杯中，加入 80 mL 甲醇，超声溶解，冷

却至室温后转移到 100 mL 容量瓶中，用甲醇定

容，混匀，配成 2 000 mg/L 的 DDTC-Na 溶液。

量取 500 μL 待测样品于 2 mL EP 管中，加入

500 μL 10% 的乙酸溶液酸化，混匀 (pH 3) 后取

500 μL 加入到装有 500 μL 2 000 mg/L DDTC-Na
溶液的 EP 管中，混匀，静置 2 h 后转移到一次性

注射器中，过 0.22 μm 有机滤膜，待测。

1.5    高效液相色谱检测条件

Waters XBridgeTM C18 反相色谱柱 (4.6 mm ×
250 mm，5 μm)；流动相为 V (甲醇) : V (水) = 85 :
1 5，等度洗脱；进样体积为 5 0  μ L；流速为

1 mL/min；VWD 检测器检测波长 305 nm；运行

时间 9 min。
1.6    基质效应

鱼类养殖用水、ISO 标准稀释水和 OECD 培

养基分别是常见的鱼类、大型溞类及藻类养殖用

水，含有各种微量元素及金属离子，其中钙离子

质量浓度分别为 50、80 和 5 mg/L，ISO 标准稀释

水和 OECD 培养基中还各含有 12 mg/L 和 3 mg/L
的镁离子。为考察本方法对不同金属离子的抗干

扰能力，分别用以上 3 种水进行了基质干扰试验。

分别移取 500 μL 3 种供试水样于 3 个 2 mL EP 管

中，进行衍生化前处理，按 1.5 节的条件测定。

1.7    添加回收试验

分别以鱼类养殖用水、 ISO 标准稀释水和

OECD 培养基为溶剂，稀释王铜工作溶液配成质

量浓度为 0.06、0.2 和 1 mg/L 的添加回收溶液，

进行添加回收试验，各 5 个平行样品，衍生化后

测定，计算平均回收率及相对标准偏差 (RSD)。

2    结果与讨论

2.1    样品衍生化时的酸化处理

王铜在水中的形态有 C u 2 +、C u ( O H ) +和

Cu(OH)2。通过 0.45 μm 水系滤膜的过滤，可将实

际样品中可能存在的不溶于水的部分去除，同时

考虑到随着 p H 值的增大，C u 2 +  会逐渐生成

Cu(OH)2，导致水中的 Cu2+ 浓度降低，影响其实

际浓度的测定精度，因此本研究在衍生化前使用

10% 的乙酸溶液酸化样品，以保证样品中可溶性

Cu2+ 形态的稳定。

2.2    配制 DDTC-Na 溶液时溶剂的选择

由于 DDTC-Na 溶于水和甲醇，可以选择水或

甲醇作为衍生化试剂的溶剂，但以水为溶剂配

制的 DDTC-Na 溶液与王铜标准溶液混合后会出

现褐色沉淀，而以甲醇为溶剂时与王铜标准溶液

混合后没有沉淀，说明衍生化后的物质能溶于甲

醇，难溶于水，因此本研究选择甲醇为溶剂配制

DDTC-Na 溶液。

2.3    色谱条件的优化

由于 DDTC-Na 溶于水和甲醇，不溶于乙腈，

而衍生化后溶液中残留较多的 DDTC-Na，因此选

择甲醇为流动相的有机相。

在检测过程中发现，不同基质模拟样品衍生

化后，在最大吸收波长 270 nm 下测定时目标峰附

近出现较多干扰，而在波长 305 nm 处左右未出现

明显干扰，因此检测波长选择干扰较少的 305 nm。

2.4    衍生化时间的比较

预试验中发现，将 2 000 mg/L 的 DDTC-Na
溶液与王铜标准溶液混合后，溶液颜色不稳定，

先变深再变浅，说明衍生化过程需要一定的时间

才能达到平衡。因此本研究考察了不同静置时间

对紫外吸光度响应值的影响，结果见图 1。由图中

可知，DDTC-Na 与王铜标准溶液反应迅速，但峰

高响应值随静置时间增加而上升，在 60 min 到达

峰值，然后有所下降。在静置 2 h 后，色谱峰高的

吸光度响应值趋于稳定，因此衍生化时间选定为 2 h。
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图 1    静置时间对衍生化产物吸光度 (色谱峰高) 的影响

Fig. 1    Influence of standing time on the absorbance (peak
height) of the derivatization product
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2.5    方法学验证

2.5.1    基质干扰　由图 2 可知：王铜衍生物的保

留时间在 7 min 左右 (图 2a)，3 种空白基质在此处

均不存在干扰，说明 Ca2+ 和 Mg2+ 均不影响本方法

对 Cu2+ 的测定。

2.5.2    方法的线性范围、检出限和定量限　将王

铜标准溶液衍生化处理后测定，绘制方法标准

曲线。结果表明：在 0.06~2 mg/L 范围内，衍生

化产物线性关系良好，相关系数 r > 0.999。3 种

不同水样中，方法的检出限  (LOD)(S /N  =  3 )
均为 0.02 mg/L，定量限  (LOQ)(S /N  = 10) 为
0.06 mg/L。

2.5.3    添加回收试验结果　添加回收试验结果

(表 1) 表明：在 0.06、0.2 和 1 mg/L 添加水平下，

王铜在鱼类养殖用水、 I S O 标准稀释水和

OECD 培养基中的平均回收率在 85%~108%
之间，相对标准偏差 (RSD) 在 2.2%~14% 之间，

证明不同水样中所含有的微量元素及 Ca2+ 和 Mg2+

的存在均不影响本方法对王铜残留量测定的

准确性。

2.5.4    模拟样品的测定　为了验证方法的有效

性，分别测定了以鱼类养殖用水、ISO 标准稀

释水和 OECD 培养基 3 种基质为溶剂配制的基

质匹配王铜饱和溶液，实测值分别为 0.11 mg/L
(鱼类养殖用水)、0.12 mg/L (ISO 标准稀释水)、
0.09 mg/L (OECD 培养基)。色谱图见图 3，衍生

化产物的保留时间在 7 min 左右，且目标峰附近

无明显干扰，说明本方法能够满足实际水样检测

对专属性和灵敏度的要求。

表 1    不同基质中王铜的添加回收率及相对标准偏差 (n = 5)

Table 1    Recoveries and relative standard deviations of
copper oxychloride in different matrices (n = 5)

基质
Matrix

添加水平
Spiked

level/(mg/L)

平均回收率
Average

recovery/%
RSD/%

鱼类养殖用水
Fish breeding water

0.06 85 13

0.2 101 3.6

1 103 2.3

ISO 标准稀释水
ISO standard dilutes water

0.06 105 9.1

0.2 106 7.7

1 93 3.5

OECD 培养基
OECD medium

0.06 89 14

0.2 101 5.0

1 108 2.2
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a. 0.5 mg/L 王铜标准溶液；b. 鱼类养殖用水空白基质；c. ISO 标准稀释水空白基质；d. OECD 培养基空白基质。

a. 0.5 mg/L copper oxychloride standard solution; b. fish breeding water blank matrix; c. ISO standard dilutes water blank matrix;
d. OECD medium blank matrix.

图 2    王铜标准溶液 (0.5 mg/L) 及 3 种空白基质的色谱图

Fig. 2    The chromatogram of copper oxychloride standard solution (0.5 mg/L) and three blank matrices
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3    结论

本研究通过对衍生条件和色谱参数的优化，

开发了一种检测水中王铜的柱前衍生-高效液相色

谱分析方法。该方法样品前处理过程简单、灵

敏、准确，方法检出限 (LOD) 为 0.02 mg/L，定量

限 (LOQ) 为 0.06 mg/L。鱼类养殖用水、ISO 标准

稀释水、OECD 培养基 3 种基质对王铜的检测均

不造成干扰，说明本方法能够有效地避免复杂基

质中钙离子和镁离子可能带来的干扰和影响，适

合于水中王铜浓度的检测。此外，该方法减少了

检测所需的样本体积和试剂体积，避免了大量使

用有机试剂所带来的污染，对其他铜制剂在水中

浓度的检测也具有一定的参考价值。但如何继续

优化条件，如利用固相萃取等其他前处理方法提

高检测方法的灵敏度和专属性，并将其推广到初

级农产品及土壤样品中铜残留量的测定，有待进

一步研究。
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图 3    3 种基质匹配王铜饱和溶液色谱图

Fig. 3    Chromatograms of saturated solution of copper
oxychloride in three matrices
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