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超高效液相色谱-串联质谱法测定饲料中 
非法添加物二羟丙茶碱 

赵立军 1*, 张  静 1, 廖  杰 2, 李  云 1, 王宇萍 1, 高庆军 1 
[1. 农业农村部饲料质量监督检验测试中心(成都), 成都  610041; 2. 汶川县农产品检验监测站, 汶川  623000] 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-串联质谱法测定饲料中非法添加物二羟丙茶碱的分析方法。方法  样品

经 0.2%甲酸水溶液提取, 过混合型阳离子固相萃取柱(mixed cation solid phase extraction, MCX)净化, 基质匹

配标准溶液, 外标法定量。采用甲醇(A)和 0.2%甲酸水溶液(含 5 mmol/L 乙酸铵)(B)作为流动相进行梯度洗脱, 

质谱采用多反应检测模式(multiple reactions monitoring, MRM)对二羟丙茶碱的定量离子和定性离子进行监测。

结果  本方法在 6.5 min 内完成目标化合物的分离分析。二羟丙茶碱在低中高不同浓度添加水平的回收率为

80.0%~102%, 相对标准偏差小于 9%(n=5), 方法定量限为 0.05 mg/kg。结论  该方法快速、准确、灵敏, 适合

测定饲料产品中非法添加物二羟丙茶碱药物残留。 
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Determination of illegal additive diprophylline in feed by ultra performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

ZHAO Li-Jun1*, ZHANG Jing1, LIAO Jie2, LI Yun1, WANG Yu-Ping1, GAO Qing-Jun1 
[1. Feed Products Quality Monitoring Center of the Agriculture and Rural Affairs Ministry of China (Chengdu), Chengdu 

610041, China; 2. Agricultural Products Inspection and Monitoring Station of Wenchuan County,  
Wenchuan 623000, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determining the illegal additive diprophylline in feed by ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The samples were extracted with 0.2% 

formic acid aqueous solution, purified by a mixed cation solid phase extraction column, and quantified by external 

standard method after the matrix was matched with the standard solution. Gradient elution was performed using 

methanol (A) and 0.2% formic acid aqueous solution (containing 5 mmol/L ammonium acetate) (B) as the mobile 

phases, and the quantitative and qualitative ions of diprophylline were monitored by multiple reactions monitoring on 

the mass spectrum. Results  The method completed the separation and analysis of the target compound in 6.5 min. 

The recoveries of diprophylline were 80.0%‒102% at low, medium and high levels with relative standard deviation 

less than 9%(n=5) and the limit of quantitation of 0.05 mg/kg. Conclusion  The proposed method is fast, accurate 

and sensitive, which is suitable for detecting diprophylline residues in feed samples. 
KEY WORDS: diprophylline; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; veterinary feed; 

illegal additives 
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0  引  言 

二羟丙茶碱也称喘定、甘油茶碱、新赛林, 是茶碱的

衍生物之一, 在临床上主要用于治疗人的支气管哮喘、心

源性哮喘、喘息型支气管炎、阻塞性肺气肿等[1]。人虽然

可以服用较大剂量二羟丙茶碱以达到平喘止咳效果, 但可

能会发生不良反应[2‒7]。据报到, 二羟丙茶碱一次性用量过

大, 或静脉注射速度过快, 或反复用药积累, 或与其他药

物同用使其血浓度加大, 均有可能发生中毒[8‒9]。人体摄入

二羟丙茶碱的毒副作用类似茶碱, 剂量过大会出现恶心、

呕吐、易激动、失眠、心动过速、心律失常, 甚至发热、

脱水、惊厥, 严重者呼吸、心跳骤停。有实验表明, 人体

在摄入 128 mg/kg 剂量后已出现严重头痛症状。若长期摄

入二羟丙茶碱类药物, 会造成胆囊壁变厚, 使其正常收缩

功能紊乱, 严重危害身体健康[10‒11]。 
二羟丙茶碱未列入《国家兽药典》、《饲料原料目录》

和《饲料添加剂品种目录》中, 因此在商品饲料生产中禁止

添加使用。在 2013 年和 2018 年四川省开展的饲料兽药质量

安全风险预警监测中已发现违法使用该药物。以“二羟丙茶

碱”为关键词在网络中搜索可以找到多条在养殖中使用的信

息, 多数网页宣传其在养殖中的特殊“功效和优势”。按照农

业农村部第 194 号公告要求, 自 2020 年 7 月 1 日起, 饲料生

产企业停止生产含有促生长类药物饲料添加剂(中药类除外)
的商品饲料[12]。随着该政策的实施, 该类药物极有可能被某

些厂家非法使用, 造成饲料质量安全隐患。 
目前对二羟丙茶碱的检测都是基于临床药物分析 , 

常见的方法有熔点法、薄层色谱法、比色法、液相色谱法

和质谱法等[13‒18], 国内外尚无饲料中二羟丙茶碱的检测方

法报道。本研究建立了一种超高效液相色谱-串联质谱法检

测饲料中二羟丙茶碱的方法, 该方法的建立将有效提升监

管部门对该类物质的监控能力, 为防止其违法使用提供技

术支撑, 对确保饲料和畜产品质量安全具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与材料 

LC-MS/MS-6495 超高效液相色谱-串联质谱仪(美国

安捷伦公司 ); SQP 电子天平 ( 北京赛多利斯公司 ); 
N-EVAP 112 氮吹仪(美国 Organomation 公司); CF16RN
离心机(日本日立公司)。 

二羟丙茶碱标准品(纯度≥99.7%, 中国食品药品检定

研究院)。 
乙腈、甲醇、甲酸、乙酸铵(色谱纯, 美国 Sigma 公司); 

MCX 混合型阳离子固相萃取柱、HLB 固相萃取柱(3 mL,  
60 mg, 美国 Waters 公司); C18 固相萃取柱(3 mL, 200mg, 
美国 Agilent 公司); 0.22 μm 水系滤膜(天津津滕公司); 实

验室用水为 Milli-Q 超纯水。 

1.2  实验方法 

1.2.1  溶液配制 
标准储备液配制: 精密称取 50 mg 的二羟丙茶碱标准

品于 50 mL 容量瓶中, 用 25%甲醇溶液溶解定容, 此为质

量浓度 1.0 mg/mL 的标准储备液, 2~8 ℃保存。 
25%甲醇溶液: 250 mL 甲醇加水稀释至 1 L, 混匀。 
0.2%甲酸溶液: 2 mL 甲酸加水稀释至 1 L, 混匀。 
乙酸铵缓冲溶液(200 mmol/L): 3.1 g 乙酸铵加水溶解

并稀释至 200 mL, 混匀。 
0.2%甲酸水溶液(含 5 mmol/L 乙酸铵): 移取 1 mL 甲

酸, 12.5 mL 乙酸铵缓冲溶液(200 mmol/L), 加水定容至

500 mL, 混匀。 
1.2.2  样品前处理 

①采样和试样制备 
抽取有代表性的样品, 用四分法缩减取 200 g, 粉碎

后过 0.42 mm 孔径的分析筛, 混匀, 装入自封袋中, 避光, 
备用。 

②提取 
配合饲料、浓缩饲料或精料补充料: 平行 2 次实验。

称取试样 2 g, 精确至 0.0001 g, 置于 50 mL 离心管中, 加
入 20.0 mL 0.2%甲酸溶液 , 摇匀 , 振荡 20 min, 以    
8000 r/min 离心 5 min, 移取上清液作为备用液。 

添加剂预混合饲料: 平行 2 次实验。称取试样 1 g, 精
确至 0.0001 g, 置于 50 mL 离心管中, 加入 10.0 mL 0.2%甲

酸溶液, 摇匀, 振荡 20 min, 以 8000 r/min 离心 5 min, 移
取上清液作为备用液。 

③净化 
配合饲料、浓缩饲料或精料补充料: 将固相萃取柱依

次用 3 mL 甲醇、3 mL 水活化。准确移取 5.0 mL 备用液过

柱, 用 3 mL 水淋洗, 抽干, 再用 3 mL 甲醇洗脱, 收集洗脱

液, 于 50 ℃氮吹至干, 准确加入 1.00 mL 0.2%甲酸溶液溶

解, 涡旋混匀, 过 0.22 µm 滤膜。 
添加剂预混合饲料: 取适量备用液过 0.22 µm 滤膜

2 次。 
1.2.3  液相色谱-串联质谱条件 

(1)液相色谱条件 
安捷伦 ZORBAX Eclipse Plus-C18 色谱柱 (2.1 mm×    

50 mm, 1.8 μm), 流动相 : 甲醇 (A)-0.2%甲酸水溶液(含     
5 mmol/L 乙酸铵), 流速: 0.3 mL/min, 进样体积: 2 μL, 柱
温: 30 ℃。液相色谱梯度洗脱程序: 0~0.5 min, 85% B; 
0.5~2.5 min, 85%~5% B; 2.5~3.2 min, 5%~2% B; 3.2~4.2 min, 
2% B; 4.2~4.21 min, 2%~85% B; 4.21~6.50 min, 85% B。 

(2)质谱条件 
离子源: 电喷雾电离 ESI(+); 毛细管电压: 4 kV; 雾化

气: 氮气, 20 psi; 干燥气: 氮气, 14 L/min, 温度 200 ℃; 碰
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撞气: 氮气; 鞘气: 氮气, 11 L/min, 温度 350 ℃; 扫描模式: 
多反应监测模式。 

2  结果与分析 

2.1  质谱条件优化 

将二羟丙茶碱标准溶液配制成质量浓度为 0.5 μg/mL, 
可不安装色谱柱, 直接将液相色谱与质谱用两通连接, 在
正离子模式下进行全扫描, 确定化合物的分子离子峰, 将
分子离子作为母离子, 在碰撞气体和适当碰撞能量的作用

下进行二级离子扫描, 选取丰度较强、质荷比大、干扰较

小的 2 个子离子分别作为定性及定量离子, 并优化母离子

电压和碰撞能, 二羟丙茶碱质谱参数优化结果见表 1。 

2.2  前处理条件优化 

2.2.1  提取条件优化 
(1)提取液的优化 
二羟丙茶碱为极性化合物, 实验选取基质复杂的乳

猪配合饲料 2 g, 添加二羟基丙茶碱标液使其浓度为   
10.0 mg/kg, 分别用体积分数 0.2%甲酸甲醇、0.2%甲酸乙

腈、0.2%甲酸水、0.1%甲酸水、1.0%甲酸水溶液作为溶剂

进行提取, 提取液经 0.22 µm 滤膜过滤后, 上机测定, 计算

其回收率, 结果见表 2。由结果可知, 0.2%甲酸水溶液对样

品提取的回收率最高, 且不使用挥发性和毒性较强的甲

醇、乙腈等有机溶剂, 提取溶剂绿色环保, 成本低廉, 因此

考虑采用甲酸水作为提取液。经对不同浓度的甲酸水溶液

进行提取效率的比较, 最终选择体积分数 0.2%甲酸水作为

样品的提取液。 
(2)提取时间和提取液体积的优化 
在体积分数为 0.2%甲酸水为样品提取液时, 考察了

提取时间分别为 10、20、30、40 min 时方法的回收率情况, 
结果见图 1。实验结果表明, 随着提取时间增加, 样品回收

率逐渐升高, 且在 20 min 时样品回收率可达 85%以上, 之
后回收率无明显增加。为提高检测效率, 节约操作时间, 
最终将样品提取时间定为 20 min。 

在样品提取时间为 20 min 的情况下, 考察了提取液

体积分别为 10、20、30、40 mL 时方法的回收率情况, 结
果见图 2。当体积为 10 mL 时, 虽然回收率较高, 但部分样

品植物性成分含量高, 吸水性较强, 离心后上清液较少, 
不利于吸取净化。提取体积为 30 和 40 mL 时, 虽然回收率

满意, 但造成了提取液的浪费。因此本研究最终选择提取

液体积为 20 mL, 在回收率满足要求的情况下, 最大限度

节约了溶剂, 方便移取操作。 
 

表 1  二羟丙茶碱药物质谱参数 
Table 1  Mass parameters of diprophylline residues 

化合物 母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 驻留时间/ms 母离子电压/V 碰撞能/eV 

二羟丙茶碱 
255.0 123.9* 250 380 34 

255.0 180.9 250 380 22 

注: *为定量离子。 
 
 

表 2  各种提取液回收率比较 
Table 2  Comparison of recovery rates of various solutions 

提取液名称 0.2%甲酸甲醇溶液 0.2%甲酸乙腈溶液 0.2%甲酸溶液 0.1%甲酸溶液 1.0%甲酸溶液 

回收率/% 46.0 37.8 73.4 63.2 62.3 

 
 

 
 

图 1  提取时间的确定 
Fig.1  Determination of extraction time 

 
 

图 2  提取液体积的确定 
Fig.2  Determination of extraction liquid volume 
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2.2.2  净化条件优化 
饲料产品种类繁多, 基质复杂, 因此应对样品的提取

液进行净化处理 , 以减少对仪器的污染和检测结果的干

扰。选用实验室常用的 C18、HLB 和 MCX 柱用于净化条

件优化。选取鸡配合饲料、猪配合饲料、猪浓缩料以及猪

复合预混合饲料进行加标, 分别经 C18、HLB 和 MCX 柱净

化后, 上机测定, 计算各回收率, 图 3～5 分别列出了鸡配

合饲料净化后测定的特征离子色谱图。 
由图 3~5 特征色谱图可以看出, 待测物保留时间在 

2 min, C18 柱对样品净化效果最差, 谱图中除待测物外杂

质峰仍然较多 , 且干扰待测物的色谱基线 , HLB 柱和

MCX 柱对样品的净化效果较好, 但使用 HLB 柱净化的样

品回收率为 72%, 而使用 MCX 柱净化的样品回收率达到

85.5%。MCX 柱净化的样品效果和回收率明显优于其他 2
种净化柱, 所以最终选择 MCX 柱作为净化柱。该种固相

萃取柱的净化原理为待测物在酸性提取液中带上正电荷, 
经静电力和分子间作用力吸附于净化柱填料, 而提取液

中杂质物流过净化柱不被保留, 最后用洗脱液将待测物

从填料上冲洗下来, 从而达到净化目的。猪配合饲料、猪

浓缩料以及肉牛精料补充料使用 MCX 柱的净化实验效

果同样理想, 该研究结果与 MCX 柱适用于碱性化合物的

净化结论相一致, 考虑到 MCX 净化柱的普及性, 最终选

取 60 mg/3 mL 规格进行实验, 并对其淋洗、洗脱条件进

行优化确定。 
 

 
   

图 3  C18 柱净化效果的特征离子色谱图 
Fig.3  Characteristic ion chromatogram of the purification effect with C18 column 

 
 

 
 

图 4  HLB 柱净化效果的特征离子色谱图 
Fig.4  Characteristic ion chromatogram of the purification effect with HLB column 
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而对于添加剂预混合饲料, 特别是微量元素预混合

饲料和复合预混合饲料, 以上 3 类净化柱净化后, 均无法

得到满意的回收率。考虑到本方法的适用性, 实验最终优

化为将添加剂预混合饲料提取液经高速离心后, 过 2 次

0.22 µm 滤膜净化。图 6 为空白猪复合预混合饲料中添加

浓度为 0.05 mg/kg 二羟丙茶碱的特征离子色谱图, 该净

化方法简单易行 , 待测物色谱峰无干扰 , 不影响其定性

定量。 

2.3  线性范围、检出限和定量限 

准确量取适量标准储备溶液, 用 0.2%甲酸水溶液稀

释成浓度为 10.0 µg/mL 的标准中间液。取各类型空白试样, 

按样品前处理得到空白基质溶液, 再取适量该中间液, 以
空白基质溶液进行稀释, 配制成浓度为 5.0、25.0、50.0、
100.0、200.0、500.0 ng/mL 基质匹配标准系列溶液, 临用

现配。以待测物峰面积为纵坐标, 浓度为横坐标, 绘制标

准曲线, 结果表明待测物在 5.0~500.0 ng/mL浓度范围内线

性关系良好, 回归方程为 Y=164.943X‒262.790, 相关系数

r²=0.9998。 
添加适量标准溶液于空白样品中, 经提取净化处理

后供液相色谱-串联质谱仪检测, 依据待测物信噪比 S/N>3
和 S/N>10 分别确定方法检出限(limit of detection, LOD)为
0.01 mg/kg 和定量限(limit of quantity, LOQ)为 0.05 mg/kg。 

 

 
 

图 5  MCX 柱净化效果的特征离子色谱图 
Fig.5  Characteristic ion chromatogram of the purification effect with MCX column 

 

 
 

图 6  空白猪复合预混合饲料中添加浓度为 0.05 mg/kg 二羟丙茶碱的特征离子色谱图 
Fig.6  Characteristic ion chromatogram of blank pig premix spiked with 0.05 mg/kg diprophylline 
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2.4  回收率及精密度实验 

选取空白猪配合饲料在 0.05、1.0、5.0 和 10.0 mg/kg
水平下进行加标回收实验; 选取空白猪浓缩饲料和空白肉

牛精料补充料分别在 0.05、0.5、5.0 和 50.0 mg/kg 水平下

进行加标回收实验; 选取空白猪复合预混料在 0.05、0.5、
10.0 和 100.0 mg/kg 水平下进行加标回收实验。每个添加

浓度制备 5 个平行样品, 重复 5 个批次, 准确度和精密度

见表 3。结果表明, 实际样品的回收率良好, 平均回收率在

80.0%~102.0%, 相对标准偏差均小于 10.00%。本方法准确

度和精密度良好, 符合实验室质量控制规范要求[19], 适用

于饲料中二羟丙茶碱的定性和定量检测。 
 

表 3  实际样品中二羟丙茶碱的加标回收结果 
Table 3  Recovery of diprophylline from actual samples 

样品 加标浓度 
/(mg/kg) 

平均回收率 
/% 

相对标准偏

差/% 

猪配合饲料 

0.05 84.2 4.73 

1.0 93.0 1.80 

5.0 97.2 2.53 

10.0 102.0 0.70 

猪浓缩饲料 

0.05 88.2 3.04 

0.5 84.7 2.64 

5.0 90.7 4.36 

50.0 85.3 2.21 

肉牛精料补充料 

0.05 93.4 6.05 

0.5 87.4 5.27 

5.0 83.7 9.51 

50.0 85.5 6.32 

猪复合预混合饲料 

0.05 80.0 8.04 

0.5 83.1 2.95 

10.0 81.6 2.66 

100 83.4 3.13 

 
 

2.5  实际样品测定 

用本方法对生产环节和经营环节中抽取的 30 份猪饲

料样品和 10 份鸡饲料进行检测, 结果均为未检出。 

3  结  论 

通过优化样品前处理方法和检测条件, 本研究建立

了一种灵敏度、准确度和精密度良好的饲料中二羟丙茶碱

的测定方法, 特别是样品提取液为水溶液, 既减少了有机

试剂对操作人员的伤害, 又降低了检测成本, 步骤科学合

理, 易于掌握, 增强了方法的实用性和适用性。本方法的

建立填补了国内外饲料中二羟丙茶碱检测方法的空白, 对
保障饲料及食品质量安全具有重要意义。 
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