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［摘　要］　通过测定藏羚羊粪样中皮质醇含量，分析青藏公路对藏羚羊应激的影响以及不同干

燥时间处理对激素含量的影响。结果表明：粪样经过４ｈ干燥处理，皮质醇含量显著高于干燥处

理２ｈ和６ｈ（Ｐ＜０．０５）。藏羚羊距离道路小于１５０ｍ时，其粪样中皮质醇含量显著增高（Ｐ＜
０．０５）。研究结果表明，藏羚羊对青藏公路产生了一定程度的应激，并且应激程度随道路距离

而不同，提示今后道路设计过程中，需考虑其对藏羚羊等野生动物的影响。
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　　近年来，道路修建和运营对野生动物带来的影

响正成为保护生物学的热点［１－３］。研究发现，道路分

割了动物栖息地［４］，将动物生活的大面积区域分裂

成小区域，造成种群隔离［５－６］；修建和 运 营 过 程 对 于

幼小的野 生 动 物（鸟 类 除 外）会 直 接 导 致 动 物 的 死

亡，对于大型野生动物会面临不能顺利通过公路以

及及时采食的危险［７］，此外动物警戒时间增加，觅食

时间减少［８－９］。因此，如何处理好道路修建与动物保

护的关系引起了人们的广泛关注。
皮质醇等糖皮质激素常被用来衡量动物是否处

于应激状态［１０］。应 激 状 况 下 通 过 皮 质 醇 来 维 持 血

压稳定以此来维持正常的生理机能。皮质醇水平越

高，动物受到环境应激越大。传统的皮质醇测量往

往是保定动物采集血液样本进行测量，但是该方法

显然不适合大型野生动物的采集，尤其针对国家级

保护动物。利用非损伤方法采集动物唾液、尿液和

粪便等样品测定的皮质醇含量更能反映出动物正常

状态下的应激水平［１１－１２］。对于野外生活环境下的野

生动物，由于野外条件的限定，收集到的新鲜粪样很

难及时抽提测定，并且粪样经过干燥，会增大提取率

并减少纤维类食物引起含水量增加对激素提取物造

成的影响［１３］。粪 样 处 理 的 方 法 主 要 有 冷 冻 干 燥 法

和烘箱干燥法两种。烘箱干燥与冷冻干燥相比具有

操作简单、耗 时 短 等 优 点［１４］，但 干 燥 的 最 佳 时 间 需

要进一步研究［１５］。
本试验收集新鲜的藏羚羊粪便，来研究不同道

路距离对藏羚羊应激水平的影响，同时探讨不同干

燥处理是否对激素测定产生影响，从而为野生动物

栖息地内的道路建设以及当地野生动物保护提供指

导与建议。

１　材料与方法

１．１　动物及调查区域

本试验选择区域是可可西里自然保护区的五道

梁附近，该区域位于青藏公路的“中段”。可可西里

自然保护区位于青藏高原的西北部，该地主要保护

藏羚羊、藏原羚、野牦牛等高原珍稀野生动物。试验

研究动物为藏羚羊，是国家一级保护动物。选择该



区域原因有两点：其一，该地区是三江源自然保护区

和可可西里自然保护区的交汇处，每年的六、七月藏

羚羊会成群的从越冬地迁往繁殖地，随后八月份带

羔羊回迁，该地是其迁移的主要地段也是数量出现

较多的地段［１６］其二，该区域是青藏公路沿线放牧较

少的地区之一，可以减少放牧对动物行为的影响，从
而将道路作为外界环境影响的主要因素。

该区域平均海拔约４　６００ｍ左右，气候寒冷，常
冬无夏，７月平均气温为５．５℃。全年最低气温是１
月，为－２４．８℃［１７］。该 地 植 被 稀 少，空 气 稀 薄，自

然环境极其恶劣。

１．２　试验方法

在青藏公路以２　９９４～３　００５ｋｍ路段路标作为

调查路段，沿着公路行进过程中，看见道路两侧出现

藏羚羊群，就停车观察，并记录藏羚羊所在的位置。
于２０１５年８月１６～２２日进行调查，每次调查时间

为９：００～１１：００，１５：００～１７：００。这 是 因 为 藏 羚 羊

活动会受时间的影响，为了减少试验误差，每天采样

的时间需要大体一致，调查过程中一共采集２６２份

粪样，其中１５０ｍ以 内 有２６份；１５０～３００ｍ有５１
份；３００～４５０ｍ有７７份；４５０～６００ｍ有８４份；６００
ｍ以上有２４份。为了减少试验误差，试验过程中，
在藏羚羊不 受 干 扰 的 条 件 下，待 其 离 开，再 收 集 粪

样。将采集的粪样装入保鲜袋中，做好标记，同时用

ＧＰＳ定 位，记 录 距 公 路 的 垂 直 距 离，粪 样 装 入 车 载

冰箱中冷冻保存，并及时地运回实验室保存，以备测

定。研究表明：样品的新鲜程度会影响激素含量的

变化［１４］。为了确保试验的准确性，实验采集的是新

鲜粪样，其判断标准是粪便的表面是否湿润。
粪便激素的前期处理，参照王慧 平 等［１８］、Ｋｈａｎ

等［１９］、Ｔｅｒｉｏ等［２０］的方法，并作改进。方法如下：将

－２０℃冷冻 保 存 的 粪 便 样 品 干 燥 处 理（６０℃），烘

干时间分别为２ｈ、４ｈ、６ｈ，研磨后称取０．３ｇ左右

的粪样，置 于１５ｍＬ离 心 管 中，加 入９０％乙 醇１０
ｍＬ，用涡 旋 震 荡 仪 轻 轻 震 荡１ｍｉｎ，置 于 水 浴 锅 中

６０℃水浴２０ｍｉｎ。然后以４　０００ｒ／ｍｉｎ离心机离心

１０ｍｉｎ，取出上清液，沉淀中再加入５ｍＬ同上浓度

的乙醇，方法同上。将两次上清液合并，水浴蒸干，
然后加入１ｍＬ甲醇，漩涡震荡１ｍｉｎ，摇匀分装回

收，并放置－２０℃冰箱中冷冻待测。粪便样品的激

素测定：使用上海酶联生物科技有限公司生产的皮

质醇试剂盒，测定上述待测样品。测定具体方法如

下：（１）室温下平衡２０ｍｉｎ后取出所需板条，剩余板

条放入４℃冰箱并用密封袋密封保存；（２）标准孔分

别加入不同浓度的标准品５０μＬ，加入顺序按照从

低到高的顺序加入；样本孔加入待测样本５０μＬ；空

白孔不加待测样本。除空白孔外，标准孔和样本孔

分别加入过氧化物酶标记的抗体１００μＬ，并用封膜

板封住反应孔，３７℃恒温箱温育６０ｍｉｎ。（３）弃去

废液，用旧纸排干，每孔加入洗涤剂３５０μＬ，静置１
ｍｉｎ后，弃去洗涤液，并排干，重复此操作５次。每

孔分别加入底物Ａ液和Ｂ液５０μＬ，在３７℃条件下

避光孵 育１５ｍｉｎ。每 孔 加 入 终 止 液５０μＬ，在１５
ｍｉｎ内，用 酶 标 仪 在４５０ｎｍ波 长 处 测 定 各 个 孔 的

ＯＤ值。在试验 过 程 中 每 个 样 本 重 复 两 次，以 便 减

少试验误差。

１．３　数据处理及统计学分析

所有统计分析在ＩＢＭ　ＳＰＳＳ２０．０和Ｅｘｃｅｌ　２０１０
中进行，使用Ｋｏｌｏｇｏｒｏｖ－Ｓｍｉｒｎｏｖ检验，所有数据符

合正态分布。采用单因素方差分别分析三种烘干时

间之间的差异显著性；以及不同道路距离的粪样中

皮质醇激素含量的差异显著性，试验数据均以“平均

值±标准误”表示。

２　结果与分析

２．１　干燥时间对皮质醇激素含量的影响

干燥时间分别为２ｈ、４ｈ、６ｈ，试验结果见图１。
样品在不同干燥时间下的含水率分别为２１％、８％、

３％，计算 浓 度 时 需 换 算 成 绝 干 样 品。试 验 结 果 表

明，干燥处理４ｈ与干燥处理２ｈ和干燥处理６ｈ相

比，差异显著（Ｐ＜０．０５）。这 说 明 干 燥 时 间 不 同 对

激素含量是有一定的影响，在使用烘箱干燥法要仔

细考虑干燥时间。

图１　干燥时间对藏羚羊粪样中皮质醇激素含量的影响

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｒｙｉｎｇ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｃｏｒｔｉｓｏｌ　ｈｏｒｍｏｎｅ

ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｔｉｂｅｔａｎ　ａｎｔｅｌｏｐｅ

２．２　道路距离对皮质醇激素含量的影响

道路距离主要是指藏羚羊到青藏公路的垂直距

离。将采集到的 粪 样 按 距 离 分 为 四 个 组，分 别 是０
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～１５０ｍ，１５０～３００ｍ，３００～４５０ｍ，４５０～６００ｍ和

６００ｍ以上，试验结果见图２。试验结果表明，道路

距离在１５０ｍ以内与１５０ｍ以外相比，藏羚羊粪样

中的皮质醇 激 素 含 量，差 异 显 著（Ｐ＜０．０５）。这 说

明，１５０ｍ以内藏羚羊所受的环境应激越大。

图２　道路距离对藏羚羊粪样中皮质醇激素含量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｒｏａｄ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｃｏｒｔｉｓｏｌ　ｈｏｒｍｏｎｅ

ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　Ｔｉｂｅｔａｎ　ａｎｔｅｌｏｐｅ

３　讨　论

超低温冷冻干燥法虽然测定结果较为精准［２１］，

但 干 燥 时 间 过 长，并 且 对 试 验 仪 器 要 求 较 高［１４］。

烘—箱干燥法具有耗时短、操作简单等优点，但是干

燥时间和干燥温度不同，可能会导致试验结果的偏

差。研究发现，使用烘箱在７１℃干燥猎豹粪样３ｄ
后测定其皮 质 醇 含 量 明 显 降 低［２２］。本 试 验 将 粪 样

干燥的烘箱温度设为６０℃，以确保顺利干燥粪样中

游离水的同时能够减少皮质醇的降解。通过对比干

燥２ｈ、４ｈ和６ｈ的３个处理时长的结果表明，干燥

４ｈ的粪样中 皮 质 醇 的 含 量 最 高，且 与 其 他 两 个 处

理组差异显著（Ｐ＜０．０５）。这可能是由于粪样干燥

２ｈ时间太少，此时样品的含水率为２１％，粪样不易

研磨，导致所有粪样无法混匀。这与于小杰等［２３］对

大熊猫粪团表层和内部的类固醇激素含量的研究结

果一致，即粪样中皮质醇激素的分布是不均匀的藏

羚羊主要采食禾本科植物［２４］，干燥处理４ｈ后可完

全干燥，此时样品的含水率为８％。当干燥６ｈ后，
激素含量会下降。这可能是因为干燥时间过长，部

分微生物能在加热期间降解激素［１９］。

野生动物皮质醇激素水平受道路距离的影响。
道路距离６００ｍ以上的范围受到道路的干扰较小，
此时可以认为动物处于正常的生理状态。从图２可

知，皮质 醇 含 量 在６００ｍ以 上 距 离 时，激 素 含 量 较

低。距离道路１５０ｍ内 的 藏 羚 羊 粪 样 中 的 皮 质 醇

含量最高，且与其他距离粪样中的皮质醇含量差异

达到显 著 水 平，这 说 明１５０ｍ以 内，藏 羚 羊 所 承 受

的环境压力 较 大。这 与 李 晓 晓 等［２５］的 研 究 结 果 一

致，即道路会让动物表现类似应对捕食风险的行为，
距离道路越近，捕食风险越大，藏羚羊表现警戒行为

的比例越高。从收集的粪样所做的位置标志可以发

现，藏羚羊在不同道路距离出现的频率高低。１５０～
６００ｍ收集到２１２份粪样而在１５０ｍ以内和６００ｍ
以上一共收集到５０份粪样，这表明藏羚羊在距公路

１５０～６００ｍ范围 内 出 现 的 频 率 较 高。这 与 连 新 明

等［８］所发现的藏羚羊平均活动范围距道路５８０ｍ相

一致。藏羚羊距离公路较近出现的频率较少，这是

因为藏羚羊生性胆小，受人类活动干扰会远离道路。
同时道路会阻碍动物在道路间的活动，其阻碍能力

与动物的运 动 能 力、道 路 宽 度、交 通 量 三 个 因 素 有

关［２６］。野生动物 其 生 理 状 况 和 行 为 活 动 存 在 一 一

对应关系，在未来的野生动物动物研究中，可以测定

其生理反应来推测动物的行为活动。

４　结　论

本试验中，干燥 处 理４ｈ粪 样 中 皮 质 醇 含 量 较

高。在使用烘箱干燥处理时，要考虑干燥时间对皮

质醇含量的影响。此外，道路距离对藏羚羊应激也

会产生影响，在以后自然保护区的道路修建中要注

意规划，减少对动物应激的影响。
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