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Аннотация. В экофизиологических исследованиях все чаще применяются не-
инвазивные методы оценки гормонального статуса животных, что особенно 
важно для редких и уязвимых видов. У позвоночных животных важную роль 
в регуляции физиологии и поведения в ответ на изменение условий окружа-
ющей среды, в том числе на разнообразные стрессовые воздействия, игра-
ет гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая ось (ГГНО) и эффекторные 
гормоны этой системы – глюкокортикоиды. Целью данного исследования 
было определение возможности неинвазивной оценки активности ГГНО 
по измерению уровня метаболитов кортикостерона в помете у двух видов 
мигрирующих воробьиных птиц – зарянки (Erithacus rubecula) и садовой 
славки (Sylvia borin) – с помощью наборов для измерения кортикостерона 
EIA-4164 (DRG International Inc., США). Мы применили физиологическую 
валидацию (АКТГ-тест), что вызвало значительное увеличение концентра-
ции кортикостерона в плазме крови и последующее увеличение количества 
метаболитов кортикостерона в помете птиц. У обоих видов наибольшее ко-
личество метаболитов наблюдалось в помете, выделенном в течение трех ча-
сов после инъекции АКТГ, что согласуется со временем прохождения пищи 
через кишечник. У многих птиц экспериментальные процедуры (забор крови 
и инъекция АКТГ) вызывали кратковременное прекращение питания, что 
приводило к отрицательной корреляции между массой помета и концен-
трацией метаболитов кортикостерона в помете, т.е. концентрации метабо-
литов кортикостерона были выше в пробах с низкой массой помета. При 
значительной вариации интенсивности кормления выражение результатов 
в виде абсолютного количества метаболитов кортикостерона, выделенного 
за фиксированное время, устраняет артефакты, связанные с вариацией объ-
ема помета, и обеспечивает более точную оценку гормонального статуса по 
сравнению с использованием их концентрации. Данное исследование де-
монстрирует валидность использования набора EIA-4164 для неинвазивного 
мониторинга активности ГГНО у изучаемых видов и подчеркивает важность 
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учета массы выделенного за определенный промежуток времени помета для 
более точной оценки гормонального статуса.

Ключевые слова: гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая ось, глюкокор-
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Abstract. Non-invasive approaches for assessing endocrine status in animals are in-
creasingly applied in ecophysiological studies, which is particularly important for 
rare and vulnerable species. In vertebrates, the hypothalamic–pituitary–adrenal 
(HPA) axis and its effector hormones, glucocorticoids, play a key role in regulating 
physiology and behavior in response to environmental challenges, including various 
stressors. This study aimed to validate a non-invasive method for assessing HPA-ax-
is activity by measuring corticosterone metabolites in droppings of two migratory 
passerine bird species: the European Robin (Erithacus rubecula) and the Garden 
Warbler (Sylvia borin), using EIA-4164 kits (DRG International Inc., USA). Phys-
iological validation with an ACTH test induced a significant increase in plasma 
corticosterone concentrations, followed by a subsequent increase in corticosterone 
metabolite levels in droppings. In both species, peak metabolite levels were observed 
within three hours after ACTH injection, consistent with gastrointestinal transit 
time. Experimental procedures (blood sampling and ACTH injection) temporarily 
suppressed feeding activity in some birds, leading to a negative correlation between 
dropping mass and corticosterone metabolite concentration, i.e., metabolite con-
centrations were higher in samples with lower dropping mass. Given the considera-
ble variation in feeding intensity in our experimental birds, expressing results as the 
absolute amounts of corticosterone metabolites excreted over a standardized time 
intervals reduced bias originating from dropping mass variation and provided a more 
reliable assessment of hormonal status than concentration-based measures. This 
study confirms the validity of the EIA-4164 assay for non-invasive monitoring of 
HPA-axis activity in the studied species and highlights the importance of account-
ing for dropping mass over standardized time to improve the accuracy of hormonal 
status assessments.

Keywords: hypothalamic-pituitary-adrenal axis, glucocorticoids, corticosterone, 
non-invasive methods, enzyme immunoassay, ACTH-test, passerine birds
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ВВЕДЕНИЕ

У животных важную роль в регуляции поведения и физиологии в ответ на из-
менение условий окружающей среды, в том числе на разнообразные стрессовые 
воздействия, играет гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая ось (ГГНО) [1–3]. 
ГГНО можно рассматривать как совокупность функциональных взаимосвязей 
между 1) гипоталамусом, где специализированные нейроны секретируют корти-
колиберин, 2) аденогипофизом, отдельные клетки которого продуцируют адрено-
кортикотропный гормон (АКТГ), и 3) корой надпочечников, где синтезируются 
эффекторные гормоны – глюкокортикоиды (ГК) [4, 5]. В биомедицинских, физио-
логических и экологических исследованиях активность ГГНО определяют главным 
образом по концентрации ГК в крови. У птиц конечным продуктом ГГНО является 
кортикостерон [6]. 

В организме позвоночных животных ГК регулируют множество функций, 
связанных с поддержанием гомеостаза: энергетический метаболизм, состояние 
иммунной системы, физиологическую реакцию на стрессовые воздействия, функ-
ционирование сердечно-сосудистой и нервной систем, а также влияют на рост 
и  развитие  [4, 7]. Эффекты ГК зависят от концентрации и  длительности воз-
действия этих гормонов [1, 4]. Базовые концентрации ГК отражают их уровень 
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в естественных условиях окружающей среды на определенной стадии годового 
цикла. Вариации базовой концентрации связаны в основном с регуляцией мета-
болизма [8]. Кроме того, концентрация ГК резко увеличивается в ответ на разно-
образные стрессирующие воздействия, что вызывает физиологические и пове-
денческие эффекты, направленные на избежание негативных последствий такого 
воздействия [1]. Адренокортикальная реакция в ответ на стрессовые воздействия 
приводит к перераспределению ресурсов внутри организма, в результате чего при-
оритетными становятся процессы, связанные с непосредственным выживанием 
(мобилизация энергетических резервов, усиление двигательной активности и ког-
нитивных функций), при этом снижаются энергетические затраты на размножение, 
поддержание активности иммунной системы и т.д. [9]. Недавние исследования 
показывают, что увеличение концентрации ГК в ответ на стрессирующие воздей-
ствия вызывает дальнейшее увеличение метаболизма, поэтому диапазон вариации 
концентрации ГК в крови представляет собой не различные состояния, а непре-
рывный континуум [10–12].

В экофизиологических исследованиях часто требуется оценить вариацию ба-
зовой концентрации ГК, связанную с действием различных факторов, не явля-
ющихся острыми стрессорами: антропогенной нагрузкой, сезонным изменением 
плотности популяции, погодными условиями, доступностью корма и т.д. Измере-
ние базовой концентрации ГК в крови является методически сложной задачей, так 
как концентрация этих гормонов быстро увеличивается при отлове и заборе крови 
(в среднем, через 2–3 мин с момента отлова) [13, 14]. Поэтому в экофизиологиче-
ских исследованиях, особенно проводимых на охраняемых/редких видах, актив-
ность ГГНО часто оценивают с помощью неинвазивного определения метаболитов 
ГК в помете/фекалиях [15–19]. В отличие от концентрации ГК в крови, которая 
может быстро меняться в течение минут, количество метаболизированных ГК яв-
ляется интегральным показателем активности ГГНО в течение более длительного 
периода времени (от последних нескольких часов до суток, в зависимости от вида 
животного) [20–22]. Таким образом, уровень метаболитов ГК в помете/фекали-
ях может отражать долго-среднесрочный уровень энергетического метаболизма, 
двигательной активности или величины физиологического ответа на изменения 
окружающей среды.

Определение активности ГГНО с  помощью анализа метаболитов ГК в  по-
мете/фекалиях также имеет ряд трудностей [22–24]. Одной из основных проблем 
является незнание точной химической структуры определяемых метаболитов и, сле-
довательно, отсутствие готовых коммерческих наборов реагентов для проведения 
такого анализа. Нативные ГК в помете/фекалиях практически отсутствуют [24–26]. 
Транспортируемые кровью ГК связываются с рецепторами в тканях с последующей 
деактивацией либо метаболизируются в печени. В тканях ГК деактивируются с по-
мощью 11β-гидроксистероиддегидрогеназы 2-го типа (11β-HSD2), в результате чего 
образуется биологически неактивный кортизон, который далее транспортируется 
с кровью в печень. В печени нативные ГК и кортизон активно преобразуются пу-
тем конъюгации с глюкуроновой кислотой или сульфатирования, что повышает их 
водорастворимость и облегчает экскрецию. После конъюгации часть метаболитов 
ГК выделяется с мочой, другая, обычно большая, часть попадает в желчь и далее 
в ЖКТ. На примере воробьиной птицы, черноголового чекана (Saxicola torquata), 
было показано, что значительная часть метаболитов выводится именно через ки-
шечник [26]. В кишечнике метаболиты ГК подвергаются дальнейшей модификации 
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под воздействием бактерий, включая деконъюгацию [7, 24, 25, 27]. В результате у раз-
ных видов животных или даже особей разного пола, или у одних и тех же особей 
на разных стадиях годового цикла может различаться состав метаболитов ГК [20, 21, 
23, 25]. Наличие разных метаболитов ГК ведет к необходимости проведения валида-
ционных исследований, чтобы подтвердить, что данный набор реактивов способен 
количественно определять изменение активности ГГНО (вариацию концентрации 
ГК в плазме крови) по количеству метаболитов в помете/фекалиях [21, 22, 25].

 	В  экофизиологических исследованиях существуют два лабораторных подхода 
для определения метаболитов ГК в помете/фекалиях. Наиболее распространен-
ным является использование коммерческих наборов реактивов, изначально пред-
назначенных для определения конкретного ГК (кортизола или кортикостерона 
в зависимости от вида животного) в плазме крови [17–19, 26, 28, 29]. При этом 
подразумевается, что функциональные группы (эпитопы), с которыми связыва-
ются специфические антитела коммерческих наборов, остаются неизменными 
(или функционально активными) у метаболитов в помете/фекалиях. С помощью 
введения радиомеченного кортикостерона черноголовым чеканам Goymann с со-
авт. [26] показали, что даже у одной особи кортикостерон экскретируется в виде 
множества различных метаболитов и что используемые антитела к кортикостерону 
имеют кросс-реактивность к большинству из них. В отдельных случаях исполь-
зуются антитела к конкретным известным метаболитам [23, 27, 30]. Также может 
проводится сравнительный анализ эффективности разных антител по способности 
отражать изменения концентрации ГК в крови у конкретного вида [20, 31–33]. Так 
как метаболиты ГК выводятся в виде конъюгированных и неконъюгированных 
форм, в некоторых ранних работах экстракты дополнительно подвергались фер-
ментативному гидролизу, чтобы расщепить коньюгаты [26, 34]. В ряде последних 
работ этот этап опускается [32, 33, 35], так как показано, что корректные способы 
экстракции метаболитов ГК из помета увеличивают количество неконъюгирован-
ных метаболитов [36].

Отдельная методическая сложность заключается в выборе способа представ-
ления и биологическая интерпретация полученных результатов. В большинстве 
исследований приводится концентрация метаболитов ГК (нг/г). В то же вре-
мя концентрация метаболитов часто связана с количеством съеденного корма 
и, соответственно, с  количеством помета, в  котором содержатся метаболиты 
ГК [21, 22, 37]. Динамика выделения метаболитов ГК с пометом/фекалиями за-
висит в том числе от скорости метаболизма ГК в печени, времени их нахождения 
в кишечнике и, следовательно, от динамики дефекации животного, что может 
варьировать индивидуально. Поэтому интерпретация физиологического статуса 
животного на основе определения метаболитов ГК требует тщательного учета всех 
вышеперечисленных моментов. 

Целью данного исследования является валидация метода неинвазивной оценки 
активности ГГНО у модельных видов воробьиных птиц по уровню метаболитов 
кортикостерона в помете. С помощью коммерческого набора реактивов для опре-
деления кортикостерона методом иммуноферментного анализа мы оценивали, 
происходит ли увеличение количества определяемых метаболитов ГК в помете по-
сле увеличения концентрации кортикостерона в плазме крови. Отдельной задачей 
является сравнение способов выражения полученных результатов: в виде концен-
трации метаболитов кортикостерона (нг/г) или общего количества метаболитов 
кортикостерона (нг), выделенного за определенное время.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для валидации методики определения метаболитов кортикостерона в помете мы 
использовали физиологический подход и применили АКТГ-тест [19, 22]. В качестве 
модельных видов были выбраны два вида воробьиных птиц: зарянка (Erithacus 
rubecula) и садовая славка (Sylvia borin). Эти виды часто используются в экофи-
зиологических исследованиях сезонных миграций птиц [38–42]. Исследование 
проводили на Биологической станции «Рыбачий» Зоологического института РАН 
(Куршская коса, Калининградская область, 55°09′ с.ш., 20°51′ в.д.). Эксперименты 
были проведены в апреле 2011 г. (зарянки) и в сентябре 2017 г. (садовые славки), т.е. 
во второй половине миграционных сезонов, характерных для каждого вида. Восемь 
особей каждого вида (первогодков) были отловлены паутинными сетями и аккли-
матизированы к условиям неволи в индивидуальных клетках (40 × 40 × 40 см), 
расположенных в закрытой вольере. Период акклиматизации составил 7–17 дней 
для всех птиц, кроме одной садовой славки, отловленной за три дня до начала 
эксперимента. Птицы содержались при естественном фотопериоде, температуре 
18–22 °C, со свободным доступом к корму и воде (ad libitum). В период акклимати-
зации птицы получали мягкий корм собственного приготовления (смесь вареных 
яиц, тертой моркови, белых сухарей и сыра) с добавлением мучных червей, ягод 
бузины и витаминов. Во время эксперимента птиц кормили только мучными червя-
ми, чтобы разбрасываемый корм было легко собрать и отделить от помета и чтобы 
различия в диете не могли повлиять на состав экскретируемых метаболитов [21, 24]. 
Суммарно помет собирали в течение трех дней (рис. 1): в первый и третий дни 
в течение 3 ч (7:00–10:00), во второй день в течение четырех 3-часовых интерва-
лов (7:00–19:00), т.е. в течение всего светового дня. Помет собирали на покрытые 
пищевой алюминиевой фольгой листы картона, размещенные на дне клеток, ко-
торые меняли в конце каждого 3-часового интервала. Помет, выделенный за три 
часа, количественно переносили на предварительно взвешенные кусочки фольги, 
взвешивали и замораживали при –20 °C до дальнейшего анализа. В 10:00 второ-
го дня (в самом конце первого 3-часового интервала) у птиц брали пробы крови 
для определения базового уровня кортикостерона. Время взятия проб крови для 
определения базового уровня кортикостерона варьировало от 56 с до 5 мин 15 с 
и составляло в среднем 2 мин 30 с ± 1 мин 6 с (SD). После взятия проб крови пти-
цам с помощью инсулинового шприца внутрибрюшинно вводили АКТГ (#A0298, 
fragment 1-24, human-rat, Sigma-Aldrich) в дозе 2 мкг, растворенных в 100 мкл фи-
зиологического раствора. Для контроля эффективности инъекции АКТГ через 
1 ч (в 11:00) брали вторую пробу крови. Пробы крови центрифугировали и плазму 
замораживали до дальнейшего анализа. После окончания всех процедур птицы 
были выпущены обратно в природу.

Лабораторный анализ. Анализ проб проводили в Институте проблем экологии 
и эволюции им. А.Н. Северцова РАН (Москва) на базе ЦКП «Живая коллекция 
диких видов млекопитающих». Были проанализированы пробы помета только у тех 
птиц, у которых введение АКТГ вызывало значительное увеличение концентрации 
кортикостерона в крови (см. результаты). Для экстракции метаболитов кортикосте-
рона помет высушивали при 55 °C в сушильном шкафу в течение ночи. Высушен-
ные образцы повторно взвешивали и гомогенизировали. Затем 0,1 г помета пере-
носили в пробирки типа Эппендорф объемом 1,5 мл и добавляли 0,9 мл 60%-ного 
раствора метанола. Выбранная концентрация рекомендована для экстракции мета-
болитов кортикостерона у птиц и используется во многих исследованиях [22, 27, 34]. 



Российский физиологический журнал им. И.М. Сеченова /  
Russian Journal of Physiology, 2026, том 112, № 5

ЦВЕЙ и др. / TSVEY et al.1308

Эта концентрация обеспечивает высокую степень экстракции неконъюгированных 
форм метаболитов ГК и обеспечивает низкую итоговую концентрацию метано-
ла в лунках планшета (см. ниже), что избавляет от необходимости выпаривания 
метанола после экстракции [36]. Пробирки встряхивали в течение 30 мин на ми-
ни-ротаторе Bio RS-24 (Biosan, Латвия) при 30 об/мин, затем центрифугировали 
в течение 10 мин при 4000 об/мин (Eppendorf 5424). После центрифугирования 
400 мкл надосадочной жидкости (супернатанта) переносили в новые пробирки, 
добавляли 200 мкл дистиллированной воды и замораживали при –20 °C до даль-
нейшего анализа; концентрация метанола в замороженных пробах составляла 40%.

Для анализа концентрации кортикостерона в плазме крови и уровня метабо-
литов кортикостерона в помете использовали наборы EIA-4164 (DRG International 
Inc., США). Данный набор ранее был валидирован для измерения кортикосте-
рона в плазме крови у изучаемых видов [40, 42]. Плазму для анализа разбавляли 
фосфатно-солевым буфером (PBS) в соотношении 1 : 1. Концентрацию кортико-
стерона определяли непосредственно в разбавленной плазме, следуя инструкции 
производителя, с использованием микропланшетного фотометра Multiskan FC 
(Thermo Scientific; Финляндия) и ПО SkanIt Software RE for Microplate Readers RE, 
вер. 6.1.0.51. Согласно спецификации производителя, перекрестная реактивность 
(cross-reactivity) антител к другим стероидам составляла: к прогестерону – 7,4%, 
к дезоксикортикостерону – 3,4%, к 11‑дегидрокортикостерону – 1,6%, к кортизолу 
и прегненолону – 0,3%, к другим стероидам – <0,1%.

Для измерения концентрации метаболитов кортикостерона в помете самый вы-
сокий стандарт из набора реактивов (концентрацией 83,16 нг/мл) был разбавлен 
40%-ным метанолом до концентрации 80 нг/мл. Далее полученный стандарт серийно 
разбавляли (1 : 1 по объему) 40%-ным раствором метанола шесть раз. Таким образом, 
было получено семь стандартов с концентрацией 80, 40, 20, 10, 5, 2,5 и 1,256 нг/мл. 
Последний стандарт представлял собой чистый 40%-ный раствор метанола. По-
сле приготовления, по аналогии с пробами, стандарты были заморожены и затем 
разморожены непосредственно перед измерениями. Концентрацию метаболитов 

Рис. 1. Схема эксперимента: указаны временные интервалы количественного сбора проб по-
мета, стрелочками показан сбор проб крови для измерения уровня кортикостерона до и после 
введения АКТГ, пиктограмма шприца обозначает момент введения АКТГ
Fig. 1. Experimental design: time intervals of quantitative dropping collection are shown, arrows indicate 
blood sampling for corticosterone measurements before and after ACTH injection, the syringe icon 
denotes the time point of ACTH injection
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кортикостерона в образцах анализировали аналогично пробам крови, только ис-
пользовали приготовленные стандарты вместо стандартов производителя. Конечная 
концентрация метанола в лунке составила 3,6% (к 20 мкл образца, содержащего 40% 
метанола, добавляли 200 мкл конъюгата), что не ингибирует реакцию связывания 
антител со стероидами [23, 36]. Все образцы анализировали в парных измерениях. 
Диапазон стандартной кривой варьировал от 0 до 80 нг/мл (на рис. 2 приведен при-
мер стандартных кривых, использованных для расчета концентрации метаболитов 
кортикостерона в помете и концентрации кортикостерона в плазме крови садовых 
славок). Образцы, выходящие за верхний предел стандартной кривой (только для 
зарянок, n = 5), были повторно проанализированы при большем разведении. Пробы 
зарянок попадали в диапазон между стандартами 3 (5 нг/мл) и 7 (80 нг/мл), большин-
ство – между стандартами 5 и 6 (20–40 нг/мл). Пробы славок попадали в диапазон 
между стандартами 1 и 5 (от 1,25 до 20 нг/мл), большинство – между стандартами 3 
и 4 (5–10 нг/мл). Всего было использовано четыре планшета – отдельно для проб 
крови и помета для каждого вида птиц. Внутрипланшетный коэффициент вариации 
составил: зарянки – кровь 1,32% (n = 16), помет 1,98% (n = 42); садовые славки – 
кровь 2,98% (n = 16), помет 4,39% (n = 30). Межпланшетный коэффициент вариации 
для проб крови составил 8,32% (n = 2), для проб помета – 14,1% (n = 2).

Рис. 2. Стандартные кривые, используемые для расчета концентрации кортикостерона в плазме 
крови и концентрации метаболитов кортикостерона в помете у садовой славки. Стандартные 
кривые выполнены на основе стандартов набора для измерения кортикостерона EIA-4164 (DRG 
International Inc., США): сплошная линия построена на основе стандартов без модификации 
метанолом (круги), штриховая линия – стандартная кривая для стандартов, модифицированных 
метанолом (квадраты)
Fig. 2. Standard curves used for the quantification of corticosterone concentrations in plasma and cor-
ticosterone metabolite concentrations in droppings of the Garden Warbler. The standard curves were 
generated using the standards from the corticosterone EIA-4164 assay (DRG International Inc., USA): 
the solid line represents the curve based on unmodified standards (circles), and the dashed line represents 
the standard curve for methanol-modified standards (squares)
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Статистический анализ. Анализ выполнили в среде R 4.0.51. Изменение концен-
трации кортикостерона в плазме крови в ответ на введение АКТГ оценивали с по-
мощью критерия Уилкоксона для парных измерений. Анализ динамики экскреции 
метаболитов кортикостерона в течение трех экспериментальных дней проводили 
с помощью смешанных линейных моделей: функция lmer, библиотека lme4 [43]. 
В качестве зависимой переменной выступали: а) концентрация метаболитов кор-
тикостерона (нг/г); б) количество метаболитов кортикостерона (нг), выделившееся 
за три часа; для нормализации распределения оба показателя были log10 трансфор-
мированы. Шесть 3‑часовых интервалов (по одному интервалу в первый и третий 
день, четыре интервала во второй день) включили как фактор. В качестве рефе-
ренсного интервала, который отражает базовый уровень концентрации/количества 
метаболитов кортикостерона и с которым сравниваются все остальные интервалы, 
служил первый 3-часовой интервал второго дня эксперимента. ID особи включили 
как случайный фактор, чтобы учесть повторные измерения для одних и тех же птиц. 
Достоверность различий между базовым уровнем и остальными 3-часовыми ин-
тервалами оценивали с помощью библиотеки lmerTest, функция summary [44]. Виды 
анализировали раздельно. Для оценки связи между параметрами использовали 
непараметрический коэффициент корреляции Спирмена. Результаты выражены 
как медиана и (межквартильный размах, IQR).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Базовая концентрация кортикостерона в  плазме крови составила 
1,7 (IQR 1,6) нг/мл, n = 8 у зарянки и 19,0 (IQR 2,2) нг/мл, n = 8 у садовой слав-
ки. Через один час после инъекции АКТГ концентрация кортикостерона возрос-
ла до 13,8 (IQR 8,2) нг/мл у зарянки и до 29,7 (IQR 25,9) нг/мл у садовой славки 
(рис. 3). Увеличение было статистически значимым (критерий Уилкоксона: зарян-
ка: V = 0, p = 0,008, n = 8; садовая славка: V = 3, p = 0,04, n = 8). Однако повыше-
ние концентрации кортикостерона после инъекции АКТГ наблюдалось не у всех 
птиц: у одной зарянки и двух садовых славок концентрация возросла менее чем 
на 6 нг/мл, еще у одной садовой славки концентрация кортикостерона снизилась 
на 6 нг/мл (рис. 3). В результате помет данных особей не был проанализирован 
на концентрацию метаболитов кортикостерона, и окончательные размеры выборок 
составили семь зарянок и пять садовых славок.

Концентрация метаболитов кортикостерона в помете в течение эксперимента 
варьировала от 120,9 до 2778,0 нг/г (медиана 448,1 (IQR 410,1) нг/г (n = 42)) у зарян-
ки и от 61,2 до 581,7 нг/г (медиана 198,1 (IQR 129,6) нг/г (n = 30)) у садовой славки. 
У обоих видов была зафиксирована четкая динамика концентрации метаболитов 
кортикостерона в помете в течение трех экспериментальных дней (рис. 4). Инъ-
екция АКТГ приводила к достоверному повышению концентрации метаболитов 
кортикостерона в течение трех последующих часов (рис. 4, табл. 1; зарянка: t = 4,50, 
p < 0,001; садовая славка: t = 2,86, p = 0,004). Концентрация увеличилась на 284% 
у зарянки и на 160% у садовой славки относительно значений первого интервала 
второго дня. Дальнейшая динамика концентрации метаболитов отличалась у двух 
видов (рис. 4). У зарянки через шесть часов после инъекции концентрация ме-
таболитов в помете снизилась до самого низкого за три дня уровня и до конца 
1 R Core Team. R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical 
Computing, 2021. Режим доступа: https://www.R-project.org (дата обращения: 05.09.2025).



Определение метаболитов кортикостерона в помете / 1311
Measurement of Corticosterone Metabolites in Droppings

Rossijskij fiziologicheskij zhurnal im. I.M. Sechenova / 
Russian Journal of Physiology 2026, vol. 112, no. 5

эксперимента варьировала на сходном с базовым уровне (рис. 4, табл. 1). У садо-
вой славки повышенные концентрации метаболитов кортикостерона наблюдались 
до шести часов после инъекции, хотя различия по сравнению с базовым уровнем 
не достигали статистической значимости (рис. 4, табл. 1). Значительное снижение 
концентрации метаболитов кортикостерона происходило через девять часов после 
инъекции, в самый последний 3-часовой интервал второго дня эксперимента.

Манипуляции, связанные с  забором крови и  инъекцией АКТГ, приводили 
к уменьшению массы помета в течение трех последующих часов: у зарянки сни-
жение было достоверно (критерий Уилкоксона, V = 28, p = 0,02, n = 7), у садовой 
славки – недостоверно (V = 11, p = 0,44, n = 5). У обоих видов концентрация метабо-
литов кортикостерона была статистически значимо отрицательно связана с массой 
помета (зарянка: r = –0,44, p = 0,004, n = 42, садовая славка: r = –0,56, p = 0,001, 
n = 30), т.е. самые высокие концентрации метаболитов кортикостерона наблю-
дались в случае, когда за три часа птицы выделяли меньше всего помета (рис. 5).

Количество метаболитов кортикостерона, выделившееся за три часа, варьи-
ровало от 7,9 до 176,4 нг (медиана 37,4 (IQR 35,3) нг (n = 42)) у зарянки и от 
11,6 до 267,2 нг (медиана 46,2 (IQR 22,5) нг (n = 30)) у садовой славки. Оба вида 
показали сходную динамику экскреции метаболитов кортикостерона с учетом 
массы помета: количество выделенных метаболитов увеличилось в течение трех 
часов после инъекции АКТГ (зарянка: t = 2,03, p = 0,04, садовая славка: t = 1,45, 
p = 0,15), после чего наблюдалось снижение количества выделенных метаболитов 
до базового уровня (рис. 6, табл. 2). Инъекция АКТГ приводила к увеличению 
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Рис. 3. Изменения концентрации кортикостерона в плазме крови через час после внутрипо-
лостного введения АКТГ (2 мкг / 100 мкл физраствора): (а) – зарянки, (б) – садовые славки. 
Серым цветом показаны индивидуальные птицы, черные жирные точки отражают медианы, 
«усы» – межквартильный размах
Fig. 3. Changes in plasma corticosterone concentrations in one hour after intraperitoneal ACTH injection 
(2 μg / 100 μl physiological saline): (a) European Robins, (б) Garden Warblers. Individual birds are shown 
in grey, black bold dots represent median values, “whiskers” – interquartile range (IQR)
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Рис. 4. Динамика концентрации метаболитов кортикостерона (нг/г) в помете у зарянок (а) 
и садовых славок (б) в течение эксперимента. Показаны медианы и межквартильный размах
Fig. 4. Dynamics of corticosterone metabolite (GCM) concentrations (ng/g) in droppings of European 
Robins (a) and Garden Warblers (б) during the experiment. Data are presented as median values and 
interquartile range

Таблица 1. Результаты смешанной линейной модели, тестирующей различия в концентра-
циях метаболитов кортикостерона (нг/г, данные логарифмированы) между первым 3-часо-
вым интервалом второго дня эксперимента (перед введением АКТГ) и остальными 3-часо-
выми интервалами 
Table 1. Results of a  linear mixed-effects model testing differences in corticosterone metabolite 
concentrations (ng/g, log-transformed) between the first 3-hour interval on day 2 of the experiment 
(pre-ACTH injection) and the remaining 3-hour intervals

 Зарянка Садовая славка

Фактор (временной 
интервал) Коэф. SE t p Коэф.  SE t p

(Intercept)* 2,48 0,09 27,26 <0,001 2,14 0,10 22,06 <0,001
День 2, инт. 2** 0,58 0,13 4,50 <0,001 0,31 0,11 2,86 <0,01
День 2, инт. 3 −0,05 0,13 −0,42 0,68 0,18 0,11 1,71 0,10
День 2, инт. 4 0,11 0,13 0,84 0,41 −0,15 0,11 −1,39 0,18
День 3, инт. 1 0,08 0,13 0,66 0,51 0,06 0,11 0,57 0,57
День 1, инт. 1 0,29 0,13 2,27 0,03 0,17 0,11 1,61 0,12

Случайный фактор (SD)

ID 0,00 0,14

Residual 0,24 0,17
* Отражает концентрацию метаболитов кортикостерона в День 2, инт. 1, т.е. перед введением АКТГ.
** Интервал, следующий за введением АКТГ.
* Reflects corticosterone metabolite concentrations on Day 2, int. 1, i.e. pre-ACTH injection interval.
** Post-ACTH injection interval.
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количества метаболитов кортикостерона на 169% у зарянки и на 42% у садовой 
славки относительно значений первого интервала второго дня. В то же время ана-
лиз индивидуальных графиков показал, что у двух зарянок и одной садовой славки 
пики экскреции метаболитов кортикостерона приходились не на второй, а на 
третий–четвертый интервалы второго дня эксперимента, т.е. через 6–9 ч после 
инъекции АКТГ. Также у двух зарянок с максимальным количеством метаболитов 
кортикостерона, выделившегося через три часа после инъекции АКТГ, наблю-
далось повторное увеличение экскреции метаболитов кортикостерона на третий 
день эксперимента, чего не было заметно при анализе динамики концентрации 
метаболитов кортикостерона. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании успешно проведена валидация набора EIA-4164 
(DRG International Inc., США) для неинвазивной оценки активности (ГГНО) 
у двух видов воробьиных птиц – зарянки и садовой славки – путем измерения 
метаболитов кортикостерона в помете. Ключевым моментом работы является 
использование двух модельных видов птиц и прямое сравнение двух способов 
выражения результатов: концентрации метаболитов кортикостерона (нг/г) и аб-
солютного количества метаболитов (нг), выделенного за фиксированный интер-
вал времени (3 ч), – в контексте их способности отражать динамику активности 
ГГНО после фармакологической стимуляции (АКТГ-тест). Кроме того, мы на-
прямую подтвердили эффективность АКТГ-теста на основе измерения концен-
трации кортикостерона в плазме крови через час после инъекции. Увеличение 
концентрации кортикостерона действительно приводило к увеличению коли-
чества детектируемых используемым набором метаболитов ГК в помете. Наши 
результаты также демонстрируют, что выражение данных в виде абсолютного 
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Рис. 5. Зависимость между концентрацией метаболитов кортикостерона (нг/г) и массой вы-
деленного помета (г): (а) – зарянки, (б) – садовые славки. Серым цветом показан 95%-ный 
доверительный интервал
Fig. 5. Relationship between corticosterone metabolite (GCM) concentration (ng/g) and dropping mass 
(g): (a) European Robins, (б) Garden Warblers. Grey shading indicates the 95% confidence interval
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Рис. 6. Динамика количества метаболитов кортикостерона (нг), выделенного с пометом в те-
чение 3-часовых интервалов: (а) – зарянки и (б) – садовые славки. Показаны медианы и меж-
квартильный размах
Fig. 6. The rate of corticosterone metabolite excretion (in ng per 3 hours) during the experiment in (a) 
European Robins and (б) Garden Warblers. Data are presented as median values and interquartile range

Таблица 2. Результаты смешанной линейной модели, тестирующей различия в количестве 
метаболитов кортикостерона (нг, данные логарифмированы), выделившихся в  течение 
первого 3-часового интервала второго дня эксперимента (перед введением АКТГ) и в тече-
ние остальных 3-часовых интервалов 
Table 2. Results of a linear mixed-effects model testing differences in the corticosterone metabolite 
excretion rate (ng per 3 hour, log-transformed) during the first 3-hour interval on day 2 of the ex-
periment (pre-ACTH injection) and the remaining 3-hour intervals

 Зарянка Садовая славка

Фактор (временной 
интервал) Коэф. SE t p Коэф.  SE t p

(Intercept)* 1,58 0,11 14,68 <0,001 1,61 0,10 16,19 <0,001
День 2, инт. 2** 0,31 0,15 2,03 0,04 0,20 0,14 1,45 0,15
День 2, инт. 3 −0,14 0,15 −0,95 0,35 0,11 0,14 0,81 0,43
День 2, инт. 4 −0,05 0,15 −0,36 0,72 −0,04 0,14 −0,32 0,75
День 3, инт. 1 0,08 0,15 0,55 0,59 -0,05 0,14 −0,40 0,69
День 1, инт. 1 0,01 0,15 0,09 0,93 0,04 0,14 0,31 0,76

Случайный фактор (SD)
ID 0,00 0,06
Residual 0,28 0,21

*Отражает количество метаболитов кортикостерона, выделившихся за 3 ч в День 2, инт. 1, т.е. перед 
введением АКТГ
**Интервал, следующий за введением АКТГ.
*Reflects the amount of corticosterone metabolites excreted over 3 hours on Day 2, int. 1, i.e. pre‑ACTH 
injection interval.
** Post-ACTH injection interval.
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количества метаболитов кортикостерона устраняет артефакты, связанные с ва-
риацией объема выделенного помета, и обеспечивает биологически корректную 
интерпретацию активности ГГНО.

Использование концентрации метаболитов выявило существенные различия 
в абсолютных значениях этого параметра между видами, хотя оба вида показали 
четкий пик экскреции метаболитов кортикостерона в течение трех часов после 
инъекции АКТГ. Увеличение концентрации метаболитов кортикостерона, на-
блюдаемое в нашем исследовании (зарянка – на 284%, садовая славка – на 160% 
относительно базового уровня перед инъекцией АКТГ), находилось в пределах, 
обнаруженных в других работах с применением фармакологической стимуляции 
(от 53 до 2300%, медиана 204% (IQR 366%), n = 33 АКТГ-тестов, табл. 3). Стоит 
отметить, что использование антител к кортизону приводит в среднем к больше-
му увеличению детектируемых метаболитов кортикостерона в помете (медиана 
1000% (IQR 643%), n = 8), хотя в случаях сравнения разных антител наиболь-
шую эффективность могут демонстрировать антитела и к другим метаболитам 
(табл. 3). Также было обнаружено, что через 6 ч после инъекции АКТГ у зарян-
ки концентрация метаболитов снижалась ниже базового уровня, в то же время 
у садовой славки в этот временной интервал все еще наблюдались повышенные 
концентрации метаболитов. Как и в некоторых других исследованиях [22, 37], 
у обоих видов мы обнаружили отрицательную корреляцию между концентрацией 
метаболитов кортикостерона в помете и массой помета. Это означает, что в те 
интервалы, когда птицы выделяли наименьшее количество помета, концентра-
ции метаболитов кортикостерона были выше (рис. 5). Данное наблюдение имеет 
принципиальное значение: изменения концентрации метаболитов кортикосте-
рона могут быть обусловлены не только реальными сдвигами в активности ГГНО 
и экскреции гормональных метаболитов, но и вариациями в объеме содержимого 
кишечника (например, из-за изменений в потреблении корма или скорости ки-
шечного транзита) [21, 22, 37, 45]. Наши манипуляции (взятие крови, инъекция 
АКТГ) достоверно снижали количество съеденного корма и выделяемого помета 
у зарянки и в виде тенденции у садовой славки, что само по себе могло способ-
ствовать регистрации повышенной концентрации метаболитов кортикостеро-
на. Таким образом, интерпретация активности ГГНО исключительно на основе 
концентрации метаболитов (нг/г) в отдельных случаях может приводить к не-
корректным заключениям, особенно при сравнении групп животных, различа-
ющихся по диете, скорости пищеварения, уровню расхода энергии или другим 
параметрам [21, 46, 47]. В то же время Goymann [21] подчеркивает, что влияние 
вышеперечисленных факторов практически не исследовано у крупных живот-
ных, для которых использование концентрации метаболитов ГК часто является 
единственно возможным индикатором активности ГГНО.

Выражение результатов в виде общего количества метаболитов кортикостерона, 
выделенного за 3 ч (нг), позволило получить более обоснованную картину дина-
мики экскреции метаболитов кортикостерона в ответ на инъекцию АКТГ у мо-
дельных видов воробьиных птиц. Абсолютное количество отражает суммарную 
экскрецию метаболитов за определенный период времени и является более прямым 
индикатором интегральной активности ГГНО [20–22, 45]. Динамика количества 
метаболитов кортикостерона показала сходную картину у двух видов птиц: значи-
тельное увеличение в первые 3 ч после инъекции АКТГ с последующим снижением 
до базового уровня. Количество метаболитов увеличилось на 169% для зарянки и на 
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42% для садовой славки относительно базового уровня перед инъекцией АКТГ, что 
является первым количественным описанием подобного рода, т.к. в предыдущих 
работах приведены только изменения концентрации. Интересно, что несмотря 
на значительные различия в базовой концентрации кортикостерона в плазме (за-
рянка: 1,7 (IQR 1,6) нг/мл; садовая славка: 19,0 (IQR 2,2) нг/мл) и обратное со-
отношение концентраций метаболитов в помете (зарянка: 448,1 (IQR 410,1) нг/г; 
садовая славка: 198,1 (IQR 129,6) нг/г), среднее абсолютное количество метаболи-
тов кортикостерона, выделяемое за 3 часа, оказалось практически идентичным 
у этих двух близких по размеру видов (зарянка: 37,4 (IQR 35,5) нг; садовая славка: 
46,2 (IQR 22,5) нг). Данный результат может отражать сходную скорость метабо-
лизма и экскреции кортикостерона у двух видов, что может напрямую не зависеть 
от концентрации этого гормона в плазме крови. Однако наиболее вероятно это 
связано с отличиями в химической структуре метаболитов кортикостерона у за-
рянки и садовой славки и разной кросс-реактивностью антител в используемом 
наборе реактивов к этим метаболитам. Это может случайным образом приводить 
к сходному уровню экскреции метаболитов кортикостерона у разных видов, что 
затрудняет межвидовые сравнения на основе абсолютных значений количества 
метаболитов кортикостерона [22–24].

Наши данные подтверждают, что пик экскреции метаболитов кортикостеро-
на у мелких воробьиных птиц приходится преимущественно на первые 3 ч после 
стимуляции АКТГ, что согласуется с данными для других видов [26, 31, 48], но зна-
чительно быстрее по сравнению с аналогичными данными для мелких грызунов, 
у которых пик экскреции наблюдался через 4–9 ч после АКТГ-теста [19, 24, 49, 50]. 
Обнаруженный временной лаг от инъекции АКТГ или любого другого воздей-
ствия, приводящего к увеличению концентрации кортикостерона в плазме крови, 
до пика экскреции метаболитов кортикостерона (около 3 ч), соответствует дан-
ным о скорости прохождения пищи через кишечный тракт у мелких птиц [22, 23]. 
Однако индивидуальный анализ показал, что у части птиц (двух зарянок и одной 
садовой славки) пик экскреции метаболитов кортикостерона наблюдался позже 
(через 6–9 ч), две зарянки имели повторный небольшой пик на следующий день 
после введения АКТГ. Такая вариация может быть связана с индивидуальными 
особенностями метаболизма кортикостерона, кратковременным снижением коли-
чества съеденного корма в ответ на взятие проб крови и введение АКТГ, временем 
нахождения пищи в кишечнике или чувствительностью к АКТГ [22, 51]. Предпо-
ложительно, отложенные пики экскреции метаболитов в наших экспериментах 
связаны с кратковременным прекращением кормежки в ответ на двукратный забор 
крови и инъекцию АКТГ у отдельных птиц. 

Интересным различием между видами стало достаточно резкое падение количе-
ства метаболитов кортикостерона у зарянок ниже базового уровня через 6 ч после 
инъекции, что было не так выражено у садовых славок (рис. 6). Это может указывать 
на более эффективную отрицательную обратную связь в системе ГГНО у зарянок, 
приводящую к временному подавлению базальной секреции кортикостерона после 
сильного стрессового ответа [1, 52]. У садовых славок уровень метаболитов корти-
костерона после пика снижался до базовых значений позже, что может свидетель-
ствовать о менее выраженном или более пролонгированном торможении ГГНО. 
Эти различия требуют дальнейшего изучения в контексте экологии и физиологии 
годового цикла данных видов.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты настоящего исследования подтверждают валидность набора EIA-4164 
(DRG International Inc., США) для неинвазивной оценки активности ГГНО у двух 
видов мигрирующих воробьиных птиц на основании определения метаболитов 
кортикостерона в помете. Динамика уровня метаболитов кортикостерона в помете 
птиц адекватно отражает увеличение уровня кортикостерона в плазме крови в ответ 
на АКТГ-тест у изучаемых видов. Для ситуаций как в природе, так и в лаборатории, 
когда интенсивность кормления может сильно меняться, мы показали преимуще-
ства использования абсолютного количества метаболитов кортикостерона (нг), вы-
деленного за определенный интервал времени, по сравнению с их концентрацией 
(нг/г). Поэтому в экофизиологических исследованиях, особенно на мелких видах, 
для оценки активности ГГНО желательно оценивать массу помета, выделенного за 
фиксированный промежуток времени, и для интерпретации результатов использо-
вать абсолютное количество метаболитов кортикостерона [22, 37]. Очевидно, это 
условие трудновыполнимо для крупных видов, а также во многих полевых иссле-
дованиях, особенно вдали от лабораторий. В этих случаях следует учитывать воз-
можное влияние динамики потребления пищи, диеты и метаболизма животного 
на интерпретацию функционального значения вариации концентрации метаболитов 
в помете [21]. Наконец, следует отметить возрастающее применение методов неинва-
зивного определения гормонального статуса животных при мониторинге состояния 
популяций редких и угрожаемых видов, а также при изучении антропогенного воз-
действия на животных [15–17]. Однако сильная вариация концентрации метаболитов 
в зависимости от используемых в ИФА антител не позволяет напрямую сравнивать 
результаты, полученные в разных исследованиях, и подчеркивает необходимость 
тщательного выбора способа измерения концентрации метаболитов в помете.
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