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繁殖期杂色山雀应激水平的皮质酮浓度 
与繁殖投入的关系 

王行行  万冬梅  张雷  王娟* 
辽宁大学生命科学院，辽宁省动物资源与疫病防治重点实验室  沈阳  110036 

摘要：皮质酮是鸟类重要的糖皮质激素，在其适应环境变化及压力应激反应中起重要的调节作用。非

应激状态时，鸟类血浆皮质酮浓度处于基线水平，当鸟类面对应激刺激时，血浆皮质酮浓度迅速升高，

应激水平的皮质酮对鸟类个体生存至关重要。然而，目前繁殖季鸟类血浆应激水平的皮质酮浓度变化

及其与繁殖投入关系的研究结果存在种间差异，仍需在不同的物种中进行实验研究。本研究分析了繁

殖季杂色山雀（Sittiparus varius）血浆应激水平的皮质酮浓度在繁殖阶段的变化，及育雏期亲鸟血浆应

激水平的皮质酮浓度与繁殖参数和亲鸟育雏投入的关系。结果显示，与求偶期相比，育雏期杂色山雀

亲鸟血浆应激水平的皮质酮浓度极显著升高（P < 0.001），雌性与雄性亲鸟之间无显著性差异（P > 0.05）；

雌性与雄性亲鸟血浆应激水平的皮质酮浓度与繁殖参数、亲鸟递食投入、巢防卫行为均无显著相关性

（P > 0.05）。 
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Abstract: Corticosterone (CORT) is one of the most important glucocorticosteroid in birds. When subjected 

to human interference, capture, harsh environment and other stress stimulation, the hypothalamic-pituitary- 

adrenal (HPA) axis is activated and corticosterone would be synthesized in large quantities, which then 

modifies physiology and behavior. Capture followed by the collection of blood samples over 5﹣30 min is a 

widely used stressor in studies of stress-induced corticosterone in birds. Stress-induced corticosterone is 

essential for individual survival. However, current results on the changes of plasma stress-induced 
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corticosterone during the breeding seasons and its relationship with reproduction are significantly different, 

and experimental studies in different species are still needed. In our study, Varied Tits (Sittiparus varius) were 

caught with mist nets in the courtship periods (from March to April in 2019); and about 50 μl blood samples 

were taken by puncturing the brachial vein within 10﹣15 min. Parental birds were captured with nest-box 

traps when the nestlings were 6﹣8 days old, and blood samples were taken within 10﹣15 min. After 

centrifugalization, all blood plasma samples were analyzed for stress-induced corticosterone concentration by 

avian corticosterone ELISA kit. Independent sample t-test was used to compare the stress-induced 

corticosterone concentration during the courtship periods and nestling feeding periods. Multiple linear 

regression analysis was used to analyze the relationships between stress-induced corticosterone of parental 

birds in nestling feeding periods and the reproductive investment of Varied Tits. The results showed that, 

compared with the courtship periods, the stress-induced corticosterone concentration of Varied Tits increased 

significantly in nestling feeding periods (female: t(29, 29) =﹣10.782, df = 56, P < 0.05; male: t(50, 31) =﹣10.207, 

df = 43.099, P < 0.05; Fig. 1). And there was no significant difference between male and female parental birds 

(courtship: t(29, 50) =﹣0.684, df = 77, P > 0.05; nestling breeding period: t(29, 31) = 0.078, df = 58, P > 0.05; Fig. 

1). The concentration of stress-induced corticosterone had no significant effect on reproductive parameters 

(P > 0.05; Fig. 2), feeding investment and nest defense (P > 0.05; Fig. 3). Our studies presented differences of 

plasma stress-induced corticosterone in breeding seasons of Varied Tits, and provided scientific basis for the 

researches and protection of Varied Tits. 

Key words: Corticosterone; Reproductive investment; Nest defense; Varied Tit, Sittiparus varius 

繁殖是鸟类生活史的关键环节，关乎其种

群的生存和发展（Stahl et al. 2006）。鸟类的繁

殖投入是亲代为保证子代存活而进行的一切能

量投入行为，包括产卵、孵卵、育雏和巢防卫

等投入，能量消耗巨大（Parish et al. 1998）。然

而，个体资源是有限的，对当前繁殖的高投入

会减少未来繁殖成功率或增加个体死亡率

（Daan et al. 1996，Santos et al. 2012）。因此，

理论上动物双亲应具备对自身生存与繁殖投入

进行权衡选择的能力，通过采取不同的繁殖对

策，以获得最大的繁殖适合度（Skibiel et al. 

2013）。 

皮质酮是鸟类重要的糖皮质激素（Nilsson 

et al. 2009），非应激状态下，皮质酮浓度处于

基线水平，当受到人为干扰、捕获、恶劣环境

等应激刺激时，下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴

（hypothalamic-pituitary-adrenal axis，HPA 轴）

被激活，皮质酮激素合成增加（Harvey et al. 

1984，Wingfield et al. 1998，Li et al. 2019），进

而调节个体行为。当面临突发状况时，应激水

平的皮质酮有助于鸟类减轻或逃离伤害，对个

体生存至关重要（Sapolsky et al. 2000，Romero 

et al. 2007，Béziers et al. 2020）。 

作为鸟类重要的生活史阶段，繁殖季节个

体在应激状态时的皮质酮浓度会发生改变，但

不同研究结果之间差异显著。如家麻雀（Passer 

domesticus）育雏期应激水平的皮质酮浓度显著

高于求偶期（Lattin et al. 2012），非洲的雄性石

（Saxicola torquata）求偶期应激水平的皮质

酮浓度高于育雏期（Apfelbeck et al. 2017），而

白腰雪雀（Onychostruthus taczanowskii）求偶

期与育雏期应激水平的皮质酮浓度无显著差异

（Li et al. 2020）。此外，研究也证实，应激水

平的皮质酮浓度与鸟类繁殖投入之间存在一定

的关系（Silverin 1986，Ouyang et al. 2012），

如对雄性家麻雀的研究发现，应激水平的皮质

酮浓度与个体对子代的递食率呈显著负相关关

系，与繁殖巢中雏鸟数量呈显著正相关关系
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（Lendvai 2010）；大山雀（Parus major）应激

水平的皮质酮浓度与繁殖巢出雏数呈显著负相

关关系（Ouyang et al. 2013）；而家燕（Hirundo 

rustica erythrogaster）应激水平的皮质酮浓度与

窝卵数无关（Vitousek et al. 2014）。尽管各项研

究表明，应激水平的皮质酮浓度在繁殖季会发

生明显改变，并与繁殖投入间存在一定关系，

但不同研究结果之间存在显著性差异。为了更

好地理解繁殖季应激水平的皮质酮浓度变化及

其与繁殖投入之间的关系，仍然需要进行不同

物种的实验验证。 

杂色山雀（Sittiparus varius）是一种狭域

分布、东亚地区特有的小型森林洞巢雀形目鸟

类，属社会性单配制，晚成鸟，由雌雄双亲共

同育雏。杂色山雀环境适应能力强，可利用人

工巢箱繁殖（王爽等 2007），有利于实验的开

展及数据收集。在研究地，杂色山雀繁殖巢蛇

捕食率较高，亲鸟巢防卫行为对提高繁殖成功

率具有显著影响（景春雷 2019）。在本研究中，

以杂色山雀为研究物种，分析繁殖期杂色山雀

血浆中应激水平的皮质酮浓度变化及其与亲鸟

繁殖参数、递食量和巢防卫等的关系，以提供皮

质酮与鸟类繁殖投入关系的物种特异性数据。 

1  实验方法 

1.1  鸟类血样采集 

本实验的研究地点位于辽宁省大连市仙人

洞 国 家 级 自 然 保 护 区 内 （ 122°53′24″ ~ 

123°03′30″ E，39°54′00″ ~ 40°03′00″ N，海拔

200 ~ 600 m）。保护区内悬挂约 400 个人工巢

箱（长 × 宽 × 高为 16 cm × 14 cm × 34 cm），

招引杂色山雀繁殖。 

网捕是野生鸟类面临的应激源之一，前期

研究证实，鸟类被捕获后 3 min 内血浆皮质酮

浓度为基线皮质酮浓度，5 ~ 30 min 内为应激

水平的皮质酮浓度（Romero et al. 2005）。在

2019 年 3 和 4 月，采用雾网结合鸣声、食物招

引的方法捕捉求偶期杂色山雀，平均于捕捉后

约 10 ~ 15 min 内由翅下肱静脉取血 50 μl。3

至 7 月间，每 1 ~ 3 d 巡查招引人工巢箱一次，

收集杂色山雀繁殖参数，包括首枚卵日期、窝

卵数、出雏数和出飞数，并计算出雏率（即出

雏数与窝卵数之比）和出飞率（即出飞数与出

雏数之比）。在雏鸟 6 ~ 8 日龄时，采用巢箱捕

鸟器（Zhang et al. 2019）捕捉育雏期杂色山雀

亲鸟，佩戴数字脚环和彩环，用于后期个体识

别，并于捕捉后平均约 10 ~ 15 min 内于翅下肱

静脉取血 50 μl。取血后立刻把实验对象原地放

归。所有采集的血液样本暂时保存于液氮中，

实验室内取出离心后，用于性别分子鉴定和血

浆应激水平的皮质酮浓度测定。 

实验共收集 139 份杂色山雀血液样本，并

通过 P2/P8 引物扩增确定成鸟性别。其中，求

偶期 79 份，包括雌性 29 份，雄性 50 份；育雏

期 60 份，包括雌性 29 份，雄性 31 份。共收集

到 58 只杂色山雀繁殖参数数据。 

1.2  亲鸟递食量测定 

前期研究表明，雏鸟 10 ~ 12 日龄为杂色

山雀育雏高峰（景春雷等 2019）。在雏鸟 11

日龄时，06:30 时之前在巢箱口架设萤石 S2 运

动相机（CS-S2-68WFBS，杭州萤石网络技术

有限公司）录制杂色山雀育雏视频，相机采集

数据时间段为 7:00 ~ 10:00 时，每巢总计采集

数据时长为 3 h。实验共收集 16 只杂色山雀递

食量和递食率数据，包括雌性和雄性亲鸟各 8

只。后期利用 PotPlayer 播放器逐帧回放视频，

统计杂色山雀亲鸟递食信息。杂色山雀亲鸟每

次喂食的食物体积差异较大，根据每次喂食的

食物相对于亲鸟喙体积的倍数进行赋值

（Wright et al. 2010），统计杂色山雀亲鸟的递

食量：食物体积小于杂色山雀喙体积，赋值为

1；食物体积为杂色山雀喙体积 1 ~ 2 倍，赋值

为 2；食物体积为杂色山雀喙体积 2 ~ 2.5 倍，

赋值为 3；食物体积为杂色山雀喙体积 2.5 ~ 3

倍，赋值为 4；食物体积大于杂色山雀喙体积 3

倍，赋值为 5。 

亲鸟每小时递食量，即 7:00 ~ 10:00 时亲

鸟递食量赋值的总和除以 3；亲鸟每小时递食率
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为 7:00 ~ 10:00 时亲鸟递食次数的总和除以 3。 

1.3  巢防卫测定 

通过报警鸣声回放实验来检测杂色山雀双

亲的巢防卫强度（Stenhouse et al. 2005）。回放

实验选择音质较好的 3 段杂色山雀报警鸣声，

每段报警鸣声时长为 2 min，每巢都播放 3 段

报警鸣声，回放顺序采取随机播放法，每巢实

验均在 1 d 内完成。实验过程中，音箱固定于

三脚架上，安放在巢箱前 4 ~ 6 m 处，安置好

音箱 2 min 之后播放报警鸣声，以降低人为干

扰的影响。准备就绪后，实验人员在 10 m 外

隐蔽点保持不动，用望远镜观察并记录雌雄亲

鸟的反应，单次观察时长 30 min。记录亲鸟彩

环颜色，便于后期区分雌雄。根据雌雄鸟对回

放声音的应答反应进行赋值。亲鸟未返回，赋

值为 0；亲鸟在 5 m 外静止观望，赋值为 1；

亲鸟在 5 m 外静止观望、警报，赋值为 2；亲

鸟在 5 m 外跳跃警报，赋值为 3；亲鸟在 5 m

内静止观望，赋值为 4；亲鸟在 5 m 内静止观

望、警报，赋值为 5；亲鸟在 5 m 内跳跃警报，

赋值为 6。 

实验共收集雌性和雄性亲鸟各 23 只，总计

46 只杂色山雀巢防卫数据。 

1.4  皮质酮浓度测定 

采用鸟类皮质酮（corticosterone，CORT）

酶联免疫分析试剂盒（KT5434-A，江苏科特生

物科技有限公司）应用双抗体夹心法测定杂色

山雀亲鸟血浆应激水平的皮质酮浓度。亲鸟血

液样本 3 000 r/min 离心 5 min，收集上清，取

10 μl 血浆样本，加入到纯化的鸟类皮质酮抗体

包 被 的 微 孔 板 中 ， 与 辣 根 过 氧 化 物 酶

（horseradish peroxidase，HRP）标记的皮质酮

抗体结合，形成抗体-抗原-酶标抗体复合物，

经过彻底洗涤后加入 3, 3′, 5, 5′-四甲基联苯胺

（3, 3′, 5, 5′-tetramethylbenzidine，TMB）显色

剂，37 ℃反应 10 min 后加入终止液，此时待

测液由蓝色立即转变为黄色。颜色的深浅和样

品中的皮质酮浓度成正相关，用酶标仪[357- 

906359，Multiskan FC，赛默飞世尔（上海）

仪器有限公司]在 450 nm 波长下测定吸光度（A

值），通过标准曲线计算样品中应激水平的皮质

酮浓度。 

1.5  统计分析 

采用 SPSS 20 对数据进行分析，所有数据

的置信区间在 95%。采用独立样本 T 检验分析

求偶期与育雏期雌雄杂色山雀血浆应激水平的

皮质酮浓度差异，采用多元线性回归分析繁殖

巢内雌雄亲鸟血浆应激水平的皮质酮浓度与繁

殖参数、递食投入及巢防卫的关系，即以繁殖

巢亲鸟皮质酮浓度和性别作为两个自变量，分

析其与繁殖参数、递食投入及巢防卫的关系。

数据以平均值 ± 标准差（Mean ± SD）表示，

P < 0.05 为显著水平。 

2  结果 

2.1  杂色山雀应激水平的皮质酮浓度变化 

独立样本 T 检验显示，求偶期与育雏期相

比，杂色山雀应激水平的皮质酮浓度具有极显

著差异（雌性：t =﹣10.782，df = 56，P < 0.001；

雄性：t =﹣10.207，df = 43.099，P < 0.001；图

1），育雏期应激水平的皮质酮浓度显著升高。

但上述两时期杂色山雀雌雄亲鸟间应激水平

的皮质酮浓度均无显著性差异（育雏期：t =

﹣0.684，df = 77，P > 0.05；求偶期：t = 0.078, 

df = 58，P > 0.05；图 1）。 
 

 
 

图 1  繁殖季杂色山雀应激水平的皮质酮浓度变化 

Fig. 1  Stress-induced corticosterone concentration of 

Varied Tit during breeding season 
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2.2  杂色山雀亲鸟育雏期应激水平的皮质酮

与繁殖参数的关系 

因为求偶期捕捉的杂色山雀多采用自然巢

箱繁殖，收集到的繁殖数据较少，因此，本实

验选择育雏期皮质酮浓度分析繁殖巢内雌性

和雄性亲鸟应激水平的皮质酮浓度与繁殖参

数的关系。多元线性回归分析显示，育雏期

杂色山雀亲鸟血浆应激水平的皮质酮浓度及

亲鸟性别与繁殖巢窝卵数、出雏数、出雏率、

出飞数及出飞率这些繁殖参数均无显著相关

（图 2）。 

2.3  杂色山雀亲鸟育雏期应激水平皮质酮与

递食投入的关系 

育雏期杂色山雀亲鸟应激水平的皮质酮浓

度及亲鸟性别与亲鸟递食投入均无显著相关关

系（图 3）。 
 

 
 

图 2  育雏期杂色山雀亲鸟应激水平皮质酮浓度与繁殖参数的关系 

Fig. 2  Relationship between stress-induced corticosterone and breeding parameters  

during the nestling feeding period of the Varied Tit 
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图 3  育雏期杂色山雀应激水平皮质酮浓度与 

递食投入、巢防卫的关系 

Fig. 3  Relationship between stress-induced 

corticosterone and feeding investment and nest-defense 

during the nestling feeding period of the Varied Tit 
 

3  讨论 

应激水平的皮质酮是鸟类面临外界刺激时

的一种生理反应，是个体应对刺激、维持生存

的重要手段（Sapolsky et al. 2000，Breuner et al. 

2008）。本研究发现，与求偶期相比，育雏期杂

色山雀血浆应激水平的皮质酮浓度极显著增

加。这一方面可能是由于在繁殖过程中鸟类肾

上腺敏感性增加，受到应激时分泌皮质酮的能

力增强（Romero et al. 1998）。杂色山雀育雏期

应激水平的皮质酮是在雏鸟 6 ~ 8 日龄时获得，

面临着羽翼即将成熟的雏鸟，为了保证雏鸟的

顺利出飞，下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴变得极

为敏感，当面临应激刺激时，应激水平的皮质

酮浓度迅速且极显著性升高。另一方面，可能

与本研究地点较高的巢捕食压力有关（李乐等

2011），捕食者的存在使鸟类应激水平的皮质酮

浓度更高（Canoine et al. 2002）。本研究地中，

2019 年鸟类育雏期巢的蛇捕食率高达 69.57%，

所以杂色山雀可能因面临较大捕食压力而保持

较高的应激水平皮质酮浓度。 

应激水平的皮质酮是鸟类个体生存策略的

重要体现（Hau et al. 2010）。当面临外界刺激

时，较高的应激水平的皮质酮浓度会抑制鸟类

繁殖投入（Vitousek et al. 2014），增加个体生存

率（Patterson et al. 2014），但这种关系在不同

鸟类物种间差异显著。在本研究中，野生状态

下杂色山雀亲鸟应激水平的皮质酮浓度与窝卵

数、出雏数、出雏率、出飞数、出飞率、递食

率、递食量、巢防卫等繁殖投入行为均无显著

相 关 关 系 。 本 研 究 结 果 与 对 赭 红 尾 鸲

（Phoenicurus ochruros）（Villavicencio et al. 

2014）和三趾鸥（Rissa tridactyla）（Chastel et al. 

2005）等的研究一致，即生理状态下血浆应激

水平的皮质酮浓度与雌雄亲鸟的繁殖投入无

关。我们推测，一方面，杂色山雀是一种社会

性单配制晚成鸟，雌雄亲鸟在繁殖过程中的投

入是影响繁殖成效的关键。在面临短暂的压力

时，为了提高繁殖成功率，会尽可能增加繁殖

投入，使得繁殖投入与血浆中应激水平的皮质

酮浓度呈现非耦合关系。另一方面，应激状态

下，个体应激水平的皮质酮浓度随时间的变化

很大，在采集杂色山雀成鸟血样过程中，操作

时长存在一定的差异，可能导致实验结果间无

显著相关性。后期应进一步补充相关的实验结

果。当然，在研究过程中，本研究仅关注了应
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激水平的皮质酮浓度，没有关注个体基线皮质

酮及应激状态下个体皮质酮浓度的变化情况，

这也可能导致本研究结果的相关性不显著。此

外，结合前期研究，我们推测，对于杂色山雀

双亲，其繁殖投入可能更多受到个体体重、鸣

声等的影响，如在景春雷等（2019）的研究中，

雌性亲鸟递食率与自身喙宽呈极显著正相关。

总的来说，我们的研究结果表明，杂色山雀血

浆应激水平皮质酮浓度在繁殖阶段会发生改

变，亲鸟血浆应激水平皮质酮浓度与窝卵数等

繁殖参数及递食投入、巢防卫等行为无显著相

关性。 
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