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摘要: 为了从水体环境中提取到高质量的 eDNA 环境 DNA (environmental DNA, eDNA), 应用于长江中长江江豚

(Neophocaena phocaenoides asaeorientalis)的分布调查, 本研究比较了滤膜孔径和水样保存方式对 eDNA 获取的影

响, 同时对比了 eDNA 技术与传统调查法对长江江豚的检测结果。结果显示水样抽滤时间与滤膜孔径大小呈负相

关关系, 且都可以检出目标生物; 水样采集后需在 6 h 内完成抽滤处理, 或在冷藏条件下短期保存 48 h; 长江流域

江苏段中观测到长江江豚出现的 8 个检测点均检测出长江江豚 eDNA, 而在 10 个未观测到长江江豚的水域中有 3
个检测出其 eDNA。研究结果表明, 相比传统目视监测方法, eDNA 技术在长江江豚监测中不仅具有较高的准确性, 
还具有更高的灵敏性, 可作为长江江豚种群调查的有效辅助检测工具。 
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长江江豚(Neophocaena phocaenoides asaeori-
entalis)作为目前长江中生存的唯一的水生哺乳动

物, 是指示其生态环境是否良好的重要指标[1]。长

江水质恶化与鱼类资源衰退严重影响了长江江豚

的栖息[2-3]。近几次的科学考察结果显示长江江豚

数量急剧减少, 甚至可能在 20 年内灭绝[4]。保护

濒危生物 , 首先需要了解其自然栖息分布状况 , 
而传统的水生生物监测方法工作量大, 结果不全

面, 调查成本高, 还会给水生生物与生态系统带

来一定程度的负面影响[6]。 
近年来, 环境 DNA (environmental DNA, eDNA)

技术已被广泛应用于水生生物保护监测的研究 
中[7]。该技术能在不接触生物的同时, 准确、灵敏

地检测出低密度水生生物的存在[8], 也可以评估

一定水域中目标物种的生物量[9]。Ficetola 等[10]

利用 eDNA 技术监测美国牛蛙(Rana catesbeiana)
的分布情况, 将该技术引入水生生物研究领域。

Jerde 等[11]利用 eDNA 技术监测亚洲鲤在北美五

大湖的入侵情况 , 发现了鳙(Aristichthys nobilis)
和鲢(Hypophthalmichthys molitrix)的入侵范围已

经超出传统监测方法划定的监管区域。Rees 等[12]

利用 eDNA 技术在传统方法未检出的池塘中检测

到了濒危动物冠北螈(Triturus cristatus)。目前, 国
内应用 eDNA技术检测长江江豚的研究已有报道, 
Stewart 等[13]对天鹅洲保护区内江豚种群在不同

季节的分布规律进行了探索。而应用该技术监测

长江干流中长江江豚的分布却未见报道。长江泥

沙含量高, 水流流速大, 会导致水样中 eDNA 的

回收效率低, 检测不稳定, 针对浑浊流动的长江

水体, 具体的技术标准也需要重新建立。 
本研究基于 eDNA 技术, 比较了 4 种孔径滤

膜和不同储存方式与时间的组合对 eDNA 提取的

影响, 建立了适用于长江水样处理的方法, 多方

面对长江流域江苏段的长江江豚分布进行调查 , 
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为长江江豚等水生生物的保护提供有力的技术  
支持。 

1  材料与方法 

1.1  水样采集 
在考察船关闭发动机数分钟后, 从表层水体

(水面以下 0.3~0.6 m)采集水样, 放置于全新 1 L
可密封的广口瓶。采集器在使用前需经过 10%漂

白粉溶液消毒, 无菌水冲洗并干燥; 采集人员佩

戴一次性手套, 取样后更换[14]。水样使用真空泵

现场抽滤或冷藏条件下运送回实验室抽滤。滤膜浸

没于装有 95%乙醇的 2 mL EP 管中, 保存在20℃
直至 DNA 提取[15-16]。 

保存的滤膜取出干燥后剪碎, 使用 OMEGA 
公司的 Water DNA Kit 提取 DNA, 提取过程中 90℃
水浴溶解难溶细胞, 最后加入 50 µL Elution Buffer
洗脱, 提高 eDNA 样品的浓度, 置于20℃冷冻  
保存。 
1.2  实验设计 
1.2.1  四种孔径滤膜 eDNA 获取的比较  水样采

集地位于镇江豚类自然保护区下游水域(3211~ 
3213N, 11936~11939E)。保护区为半封闭航道, 
通航船舶较少, 水质污染程度低, 鱼类资源丰富, 
是豚类等大型水生动物栖息的良好场所[17], 多次野

外科学考察表明该水域有数群长江江豚活动[18]。从

镇江保护区下游水域(321151.30N, 1193713.31E)
采集了春季(4 月)、夏季(8 月)、冬季(1 月) 3 个季

节的水样。处理水样分别使用孔径为 10 µm、5 µm、

1 µm、0.45 µm 的尼龙滤膜(直径 47 mm)抽滤 1 L, 
每组设置 6 个重复。 
1.2.2  长江水样储存方式的比较  选取了长江下

游干流江苏段两个采样时观测到有江豚的水域: 
X 点 (321454.96N, 1193102.81E) 与 Y 点

(321612.35N, 1194153.57E)。将采集到的水

样随机分配到室温 (20℃ )或冷藏 (4℃ )条件下保

存。每个储存条件的水样在保存后第 6、24、48、72、
144、216、312 小时, 分别使用 5 µm 孔径的尼龙滤

膜(直径 47 mm)抽滤 1 L, 每组设置 6个重复(表 1)。 
1.2.3  eDNA 技术与传统方法比较   科学考察 
范 围 为 从 苏 皖 交 界 的 新 生 洲 (314617.48N, 
1182810.92E)至崇明东风西沙水库(314053.56N, 
1211119.47E)。每 30 km 左右江段内挑选一个

检测点, 检测点为采样时观测到长江江豚出现的

水域或采样时未观测到的疑似点。疑似点为距江

岸 200~500 m, 岸边无码头或工厂, 江道罕有船

舶航行, 存在一定数量的鱼类, 适合长江江豚生

存的水域[18]。共选取了 15 个检测点(图 1), 其中

S4、S7、S8、S9、S14 观测到有长江江豚, 并计

数其出现的数量[19], 其余 10 个检测点 S1、S2、
S3、S5、S6、S10、S11、S12、S13、S15 为疑似点。 

 
表 1  储存方式与时间对长江江豚 eDNA 提取的影响的实验设计 

Tab. 1  Design of the trial for the effect of storage condition and time on eDNA concentration of  
Neophocaena phocaenoides asaeorientalis 

n=6; x̄±SD 

采样点 
sampling station 

储存条件/℃ 
storage condition 

抽滤水样体积/L 
volume of water sample processed

保存时间/h storage time 

X 4 1 6 24 48 72 144 216 312 

X 20 1 6 24 48 72 144 216 312 

Y 4 1 6 24 48 72 144 216 312 

Y 20 1 6 24 48 72 144 216 312 

 
采集后立即对水样抽滤处理。为防止大颗粒

泥沙堵塞滤膜, 使用医用纱布预过滤[13], 每次使

用后更换[20]。使用 5 µm 孔径的尼龙滤膜(直径

47 mm)抽滤 1 L 水样, 每组设置 6 个重复。所有

检测点增加 1 个以 1 L 去离子水为样本的阴性对

照, 与样品一同保存、运输、检测来确认样品没

有受到污染[21]。不同检测点的样品隔离保存, 避
免交叉污染[22]。 
1.3  引物设计与荧光定量 PCR 

根据长江江豚线粒体 D-loop 区域基因序列,  
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图 1  检测点编号与定位 
Fig. 1  Location of sampling sites 

 
使用 Primer premier 6.0 软件进行特异性引物设计: 
YFPDloop F: 5ʹ-TATGTCCACTAGCCCTTCATA-
ACCATTA-3ʹ; YFPDLoop R: 5ʹ-AGATCATTAT-
TTAGCTACCCCCACAAGC-3ʹ, 扩增片段长度为

102 bp。引物由苏州泓迅生物科技股份有限公司

合成。 
使用 SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒

(TaKaRa)进行荧光定量 PCR。20 µL 反应体系包

括: 10 µL SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ, 2 µL DNA
模板和正反引物各 0.8 µL。反应条件如下: 95℃预

变性 3 min; 45 个循环包括: 95℃变性 10 s, 60℃退

火 20 s。每个 DNA 样品设置 3 个重复, 并增加以

ddH2O 为模板的阴性对照和以质粒为模板的阳性

对照, 每组 3 个重复。 
检测结果判定: 阴性对照产生扩增则重复该

试验组; 3 个重复都没有扩增曲线表明该样品无

目标 eDNA; 3 个重复中 2 个无扩增曲线或熔解曲

线出现双峰, 则该样品重新进行荧光定量 PCR; 2
个或 2 个以上重复有扩增且熔解温度与阳性对照

相同, 则表明该样品中存在长江江豚 eDNA。 
1.4  荧光定量 PCR 标准曲线的建立 

提取铜陵淡水豚国家级自然保护区内长江江

豚迁地种群的血液 DNA, 使用 YFPMCR 引物

(YFPMCR F: 5ʹ-AAGCTGGAATTCTTTATAAAC-
TACTC-3ʹ; YFPMCR R: 5ʹ-AACTATCTGTATGAT-
TTCATTATGGG-3ʹ)扩增线粒体 DLoop 区域, 制备

质粒标准品, 依次稀释质粒, 形成 101~107 copies/µL

的 7 个梯度, 制作荧光定量 PCR 标准曲线。 
1.5  数据处理 

水样中长江江豚 eDNA 浓度按标准曲线计算, 
以平均值±标准差(x̄±SD) copies/L 表示。数据分析

采用 SPSS 19.0 软件, 先进行同质方差分析(levene 
test), 再进行单因素方差分析(one-way ANOVA)。
水样储存实验的数据先采用双因素方差分析(two- 
way ANOVA), 若违反球形假设采用 Greenhouse- 
Geisser 校正[23], 再采用单因素方差分析和 Duncan
多重比较检验。P<0.05 认为有显著性差异, P<0.01
认为有极显著差异。 

2  结果和分析 

2.1  标准曲线制作 
根据标准质粒浓度与扩增 CT 值, 计算得出引

物 YFPDloop 扩增标准曲线为 y=3.41x+39.30, 
R2>0.99(y 为定量 PCR 检测的样本 CT 值, x 为样本

中长江江豚 eDNA 拷贝数对数值), PCR 扩增效率

为 0.96 (图 2)。 
2.2  不同孔径滤膜对三季水样 eDNA 提取的影响 

使用 0.45 µm 孔径滤膜抽滤 1 L 水样的时间

为(85.5±25.5) min, 1 µm 孔径滤膜抽滤时间为

(42.8±14.2) min, 5 µm 孔径滤膜抽滤时间为(14.3± 
5.2) min, 10 µm 孔径滤膜抽滤时间为(7.6±3.3) min,  

所有滤膜的 DNA提取都表现出正态分布, 数
据具有方差齐性(P=0.09), 未观测到异常值。其中 
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图 2  长江江豚线粒体 D-Loop 的标准曲线 
Fig. 2  Standard curve of mitochondria of Neophocaena  

phocaenoides asaeorientalis 
 

使用 0.45 µm 孔径滤膜提取 eDNA 的效率最高, 
其夏季、春季、冬季水样所测得的长江江豚 eDNA
平均浓度分别为(21944±2538) copies/L、(7221± 
1209) copies/L、(14284±2170) copies/L。使用 1 µm、

5 µm、10 µm 孔径的滤膜抽滤夏季水样与 0.45 µm
孔径滤膜的检测结果比值分别为 0.958、0.904、
0.820; 春季水样的比值分别为 0.904、0.688、0.555; 
冬季水样的比值分别为 0.857、0.571、0.500。将

各季节水样通过不同孔径测得的长江江豚 eDNA
浓度比值与孔径大小进行非曲线拟合(图 5)。单因

素方差分析结果显示: 对于夏季水样, 使用各种

孔径滤膜抽滤提取的 eDNA 平均浓度之间无显著

差异(P>0.05); 对于冬季水样, 0.45 µm 滤膜与 1 
µm滤膜, 5 µm滤膜与 10 µm滤膜之间抽滤所得的

结果无显著差异(P>0.05), 而 1 µm滤膜与 5 µm滤

膜检测到的 eDNA 平均浓度有极显著差异 (P< 
0.01); 春季水样的差异性与冬季水样相同。 

 

 
 

图 3  春季、夏季和冬季水样长江江豚 eDNA 抽滤结果随滤膜孔径的变化趋势 
Fig. 3  The relationship between filter pore sizes and the Neophocaena phocaenoides asaeorientalis (YFP) 

eDNA yield of samples in spring, summer and winter 

 
2.3  储存方式与时间对水样 eDNA 提取的影响 

计数了采样过程中出现的长江江豚数量, X
点 14 头, Y 点 9 头。数据组均表现出方差齐性和

正态分布(P =0.20)。 
X 点检测结果双因素分析时违反了球形假设

[χ2(12)=106.84, P<0.01], 采用 Greenhouse-Geisser
校正(ε=0.32)。储存条件与时间之间的交互作用影

响显著[P<0.05, ηp
2=0.27]。对于不同储存方式, 长

江江豚 eDNA 浓度在保存 6 h 和 24 h 无显著差异

(P>0.05), 但在保存 48 h、72 h、144 h、216 h、
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312 h 有显著差异(P<0.05)。以储存时间为主效应, 
分析得出冷藏保存组[P<0.01, ηp

2=0.70], 室温保存

组[P<0.01, ηp
2=0.84]中长江江豚 eDNA 浓度都有

显著差异。对于冷藏样品, 保存 48 h 后, 浓度显

著下降(P>0.05); 对于室温样品, 保存 6 h 后, 长
江江豚 eDNA 浓度显著下降, 24 h 后浓度不再显

著变化(P>0.05, 图 4a)。 
Y 点检测结果[χ2(10)=37.88, P<0.01]也进行

了 Greenhouse-Geisser 校正(ε=0.55)。储存条件与

时间之间的交互作用影响极显著 [P<0.01, ηp
2= 

0.46]。长江江豚 eDNA 浓度在储存 6 h(P>0.05)和
144 h(P>0.05)无显著差异, 在保存 24 h、48 h、
72 h、216 h 有极显著差异(P<0.01)。以储存时间

为主效应, 分析得出冷藏保存组(P<0.01, ηp
2=0.84), 

室温保存组(P<0.01, ηp
2=0.76)中长江江豚 eDNA

浓度都有显著差异。对于冷藏样品, 保存 24 h 后, 
长江江豚 eDNA 浓度极显著下降(P<0.01); 对于

室温样品, 保存 6 h 后, 长江江豚 eDNA 浓度极显

著下降(P<0.01), 72 h 和 144 h 的浓度最低, 但它

们之间差异不显著(P>0.05, 图 4b)。 
 

 
 

图 4  两种储存条件下长江江豚 eDNA 检测浓度随时间的变化图 
a. 采样点 X; b. 采样点 Y. 相同保存条件下, 标有不同字母表示不同储存时间组 eDNA 平均浓度具有 

显著差异(P<0.05); 小写字母为冷藏保存组, 大写字母为室温保存组. 
Fig. 4  Changes in Neophocaena phocaenoides asaeorientalis (YFP) eDNA yield across time for  

samples stored under two different conditions 
a. Sampling station X; b. Sampling station Y. Under the same stored condition, different letters mean significant difference among 

different storage time (P<0.05); lower-case letters refer to refrigerated groups, and capital letters refer to room temperature groups. 
 

2.4  长江江苏段江豚检测 
观测到长江江豚的 5 个检测点检测结果都呈

阳性。10 个疑似点中有 3 个检测结果呈阳性, 分
别为 S2、S3、S12 (表 2)。 

以测得的水样 DNA 平均浓度与观察统计的

长江江豚数量进行拟合 , 所得拟合曲线为 y= 
78265588x＋1171x2 (图 5)。通过拟合曲线估算 3
个阳性疑似点 S2、S3、S12 的长江江豚数量分别

为 5.7±1.2, 4.3±0.4, 8.8±1.7 (95%置信区间)。 

3  讨论 

3.1  滤膜孔径对 eDNA 提取效率的影响 
水生生物生存于水环境中, 并不断将含有自

身遗传信息的细胞组织释放到其中 ,  如生殖细

胞、上皮组织、排泄物等[24-25]。这些细胞组织进

入水环境时是直径超过 1 mm 的大颗粒, 在水流作

用下迅速下沉或分解为小于 100 µm 的颗粒[26]。早

期的研究报道建议使用小孔径的滤膜(0.22~1 µm)
抽滤水样能最大限度地富集水样中的 DNA[27-28]。

但对于浑浊的长江水样, 1 µm 孔径的滤膜会被迅

速堵塞, 1 L 水样需要抽滤 40~60 min。Robson 等[29]

建议对泥沙或藻类含量高的水样进行预过滤(10 µm
或 20 µm滤膜), 再使用 3 µm滤膜抽滤提取, 可以

有效减少处理时间, 同时降低杂质含量, 提高检

出率。但在采样现场重复抽滤易造成污染, 本研

究通过多层纱布进行预过滤 ,  增大滤膜孔径至

5 µm, 同时提高抽滤水量至 1 L, 能快速完成水

样处理, 且成功检测到长江江豚 eDNA。水样中

eDNA 物质颗粒的组成受季节因素影响。冬季水

样中大于 5 µm 颗粒的 eDNA 占 0.45 µm 滤膜获取

eDNA 的 57%, 而夏季水样中却占 90%, 这与

Turner 等[30]的研究结果相似, 高温加速了较小直 
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表 2  各检测点长江江豚 eDNA 检测结果 
Tab. 2  Detection results of Neophocaena phocaenoides asaeorientalis eDNA concentration in various sampling stations 

检测结果 detection result 检测点 
sampling  

station 

观测的长江 
江豚数量 

number of YFP 
荧光定量 PCR 结果 

results of real-time PCR 
水样检测结果 

detection result of sampling water 

eDNA 平均 
浓度/(copies/L) 

mean eDNA concentration

S1 0 0/3;0/3;0/3;0/3;0/3;0/3 0/6  
S2 0 3/3;3/3;3/3;3/3;3/3;3/3 6/6 14996±8916 

S3 0 3/3;3/3;3/3;2/3;2/3;2/3 6/6 5194±1178 
S4 2 3/3;2/3;3/3;0/3;2/3;0/3 4/6 2820±1023 

S5 0 0/3;0/3;0/3;0/3;0/3;0/3 0/6  

S6 0 0/3;0/3;0/3;0/3;0/3;0/3 0/6  
S7 8 3/3;3/3;3/3;3/3;3/3;3/3 6/6 35588±7662 
S8 3 2/3;3/3;3/3;3/3;3/3;0/3 5/6 3027±1763 

S9 2 2/3;0/3;3/3;3/3;0/3;3/3 4/6 1105±949 

S10 0 0/3;0/3;0/3;0/3;0/3;0/3 0/6  

S11 0 0/3;0/3;0/3;0/3;0/3;0/3 0/6  
S12 0 3/3;3/3;3/3;3/3;3/3;3/3 6/6 51365±23047 

S13 0 0/3;0/3;0/3;0/3;0/3;0/3 0/6  
S14 7 3/3;3/3;3/3;3/3;2/3;3/3 6/6 11940±5490 

S15 0 0/3;0/3;0/3;0/3;0/3;0/3 0/6  

注: “”表示未检出; 0/3, 2/3, 3/3 表示三组重复中出现阳性扩增的组数. 
Note: “” represents undetected; 0/3, 2/3, 3/3 represent the number of positive results in three replicates. 

 

 
 

图 5  长江江豚 eDNA 浓度与江豚数量关系 
Fig. 5  The relationship between numbers and eDNA yield of 

Neophocaena phocaenoides asaeorientalis (YFP) 

 
径颗粒的分解与其中 eDNA 的降解。因此对于夏

季水样, 使用 5 µm滤膜抽滤仍可以得到较高的获

取效率。 
3.2  水样储存方法和时间对 eDNA 提取效率的

影响 
水样中的 eDNA 会被微生物的胞外酶降解, 

储存温度则是影响降解速率的关键因素。取样后

24 h 内水样 eDNA 浓度差异不显著, 因此将水样

集中采集、短暂放置、现场处理的取样方法是可

行的。而之后从冷藏条件下保存的水样中将提取

到浓度更高的 eDNA; 采样保存 48 h 后, eDNA 降

解速率显著增加, 浓度急剧下降, 最终会在 312 h
内降低到检测阀值以下。因此, 当长江水样不能

立即处理, 可在冷藏条件下短期保存 48 h, 但不

宜长期保存。水样的储存与处理是 eDNA 技术应

用于不同水环境时十分关键的阶段, 将会显著影

响 eDNA 的获取。Hinlo 等[31]对河流水样保存的

研究显示出相似的结论, 但首次冻融会显著降低

eDNA 浓度, 对低密度水生生物的检出率与生物

量评估造成误差; 而实验室养殖下保存的水样在

保存 28 d 后仍可检测到泥鳅(Misgurnus anguilli-
caudatus) eDNA。这种差异源自于保存水样自身

的特性, 微生物群体的组成、pH、光照强度、生

化需氧量等诸多因素都会影响 eDNA 的降解, 从
而导致水样保存的不同结果[32-33]。 
3.3  eDNA 的检测成功率 

在 eDNA 技术的应用中, 应严格控制试验条

件, 避免污染, 其中解除假阳性与假阴性结果对

最后检测结果的判断尤为重要, 特别是在荧光定
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量 PCR 过程中须设定阴性和阳性对照[34-35]。由于

目标生物 DNA 在总 eDNA 中含量极少, 而其余非

目标 DNA 和非 DNA 物质都是潜在的 PCR 抑制

物, 易形成假阴性扩增。水样在采集时也需要避

免污染, 对设备进行消毒灭菌, 并增加检测阴性

水样为对照, 可以有效排除采样、抽滤、保存过

程中污染的发生。将 eDNA 技术的各阶段分配在

不同实验室内进行, 可以避免交叉污染。无论水

域中目标生物密度高低都会出现低检出率或不稳

定的检出率, 这表明 eDNA 在水域的分布并不均

匀, 呈斑片状分布, 这与 Eichmiller 等[36]的研究

报道相同。为保证检测的成功率和可靠性, 须增

加检测点的重复数, 另外提高抽滤水样量也能确

保获取到的样品 eDNA 浓度不会低于检测的最低

阀值。 
3.4  eDNA 技术与长江江豚保护 

长江江豚是国家二级保护动物, 鉴于其体型

特性与生活习性, 难以在其体内或体表进行标记

跟踪, 许多传统的调查方法也因此受到限制。长

江流域覆盖广阔, 长江江豚的分布是分散且难以

掌握的, 因此对长江江豚进行准确定位, 实时跟

踪、长期监测都是非常困难的。本研究的应用结

果显示, 在观察到长江江豚出现的水域, 均能检

测到其 eDNA, 而在未观察到的水域也能检测出

长江江豚 eDNA 的存在, 这表明该技术可应用于

长江浑浊流动水域长江江豚的分布调查与栖息地

监测。随着观测到水域中长江江豚数量的增加 , 
其水样中长江江豚 eDNA 浓度也显著增加, 这表

明两者之间存在着非常明确的正相关关系, 通过

检测水域中长江江豚 eDNA 浓度可以判断水域中

目标生物相对生物量的高低。在镇江保护区下游

采集的夏季水样中长江江豚 eDNA 浓度显著高于

冬季, 因为夏季 eDNA 具有更高的降解速率, 但
此时期长江江豚的交配、摄食、抚幼等行为更活

跃, 会向环境释放更多的 eDNA。因此夏季更适合

应用 eDNA 技术对长江流域的长江江豚进行分布

调查。Takahara 等 [37]同样研究发现鲤 (Cyprinus 
carpio)在生理活动频繁的时期或受到环境胁迫时

释放的 DNA 会显著增加。环境中 eDNA 含量的

变化具有较高的即时性和客观性[38]。在长江江豚

不活跃的冬季, 水样中 eDNA 浓度较低, 因此可

应用该技术监测自然环境中长江江豚的生理状况, 
通过检出 eDNA 浓度的升高变化, 可迅速发现长

江中受伤或生理异常的长江江豚[39]。 
利用 eDNA 技术调查成本低、周期短、检测

灵敏准确性高的优势, 在长江流域长江江豚栖息

地或保护区内设立监测点可长期持续地监测水域

中其种群分布、数量变化、个体生理状态等, 为
就地保护、迁地保护、人工繁殖等保护措施的实

施提供重要依据[40]。 
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The application of environmental DNA in the monitoring of the Yangtze 
finless porpoise, Neophocaena phocaenoides asaeorientalis 
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2. Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214128, China 

Abstract: The Yangtze finless porpoise, Neophocaena phocaenoides asaeorientalis (YFP) is the flagship of 
aquatic protection species in the Yangtze River in China. The number of Yangtze finless porpoises is continuously 
decreasing because their living conditions are affected by human factors. Determining the distribution of the 
finless porpoises is necessary to protect them; however, surveys all along the Yangtze River are time-consuming 
and expensive. Environmental DNA (eDNA) technology used for the detection of organisms is economical, effi-
cient, accurate, sensitive, and non-invasive and can narrow the scope of investigation, which allows limited con-
servation funds to be used more efficiently. It has already been applied to detect and estimate the distribution of 
endangered or invasive aquatic species. Environmental DNA technology often deals with a small amount of de-
graded and short DNA fragments, which implies that maximizing the eDNA yield is required to improve the accu-
rate detection of the target organism from turbid stream systems. In this study, we compared the effects of four 
different pore-sized filters (10 µm, 5 µm, 1 µm, 0.45 µm) on the filtration time of eDNA during its extraction from 
stream water. Also, we compared the eDNA yield from water samples stored under two different conditions (room 
temperature 20℃, refrigerated 4℃) over a 14 day period. Results showed that the target eDNA was detected from 
the four different pore-sized filters; however, the filtration time was negatively correlated with the pore sizes of 
the filters. Considering the filtration time, the combination of a large pore-sized filter (5 µm) and a high volume of 
water (1 L) from the samples is a good choice to extract eDNA from the Yangtze River. Different storage methods 
and times significantly affected the eDNA yield. Thus, our results also support the recommendation that the water 
samples from the Yangtze River should be filtered within 6 hours of collection at room temperature or be stored at 
4℃ for a short period of time (i.e., 48 hours). The eDNA concentration in the water samples dropped below the 
threshold for detection when they were stored at room temperature for 10 days or at 4℃ for 14 days; thus, the 
eDNA in the water samples is not suited for long-term preservation. Compared with traditional field investigations, 
the eDNA survey exhibited a 100% detection rate from the Yangtze river in the Jiangsu Province where the finless 
porpoise has emerged. Three positive results were also detected from 10 survey points where the finless porpoise 
has not yet been observed. The fitted curve between the number of finless porpoises and the eDNA yield was built 
to estimate the biomass of the porpoises within an area of water. Although eDNA production and degradation is 
affected by many environmental factors such as temperature, pH, and microbial communities, the technology was 
still more sensitive than traditional field investigations for the detection of the Yangtze finless porpoise in the 
Yangtze River. 
Key words: Neophocaena phocaenoides asaeorientalis; environmental DNA; detection technology; distribution; 
biomass estimation 
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