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摘要 腺相关病毒(AAV)是一种复制缺陷性 DNA病毒，其基因组两端的两个倒转末端重复序列( ITR)是 rAAV包装复制所必
需的自身结构． ITR容易缺失并影响病毒颗粒的包装和感染力．比较两个 ITR完整的和一端 ITR缺失的 AAV病毒发现，一
端 ITR缺失的 AAV载体质粒包装病毒的效率明显比 ITR完整的质粒低．用这两种 AAV病毒感染 293细胞、HeLa细胞和小
细胞肺癌细胞 NCI H446细胞，显示两个 ITR完整的 AAV病毒感染细胞的能力明显比一个 ITR缺失的病毒强．说明 ITR缺
失对 AAV病毒的包装和感染力都有明显的影响．因此，筛选两个 ITR完整的 AAV载体质粒，并稳定其基因组的结构，对
提高病毒生产的产量和增强病毒的感染力都有显著的价值．
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腺相关病毒(adeno-associated virus, AAV)是一
种复制缺陷性 DNA病毒，仅由 3种包被蛋白和一
条 DNA单链构成．它的复制需要辅助病毒如腺病
毒的协助．AAV基因组为线型的单链 DNA，每条
单链 DNA由 4 680个碱基构成，包括两端 145 bp
的倒转末端重复序列( ITR)和中间的 2个开放性阅
读框．

两端的 ITR是 AAV复制、包装所必需的最少
的自身序列．序列中 CG 含量达 80%以上，其前
125 bp (1～125)序列依次可分为 A, B, B忆, C忆, C, A忆
等不同的区段 (图 1b)，其中 B与 B忆，C与 C忆反向
互补可形成 T形发夹结构，作为 AAV的 DNA自
我复制的起点，随后的 20 bp形成特有的 D序列，
且有 Rep 蛋白结合位点 ( RBS)和末端解链位点
(trs)，此两个位点和 Rep蛋白的结合与 AAV定点
整合至染色体 19q313有关．AAV的末端重复序列
并不是直接的重复而是倒转重复，形成一个自我互

补的 T型发夹结构．两端的 ITR之间为两个开放
阅读框，即 Rep 基因与 Cap 基因，分别编码与
AAV复制相关的 Rep蛋白和病毒外壳蛋白 Cap蛋
白．切除 Rep 和 Cap 基因序列，可以插入其他目
的基因 DNA 构成重组 AAV(rAAV)表达载体，该
类重组病毒已广泛应用于基因治疗研究．

AAV病毒具有安全性高、免疫原性低、物理
性质稳定、感染细胞谱广等优点．因此被认为是最

有前途的基因治疗载体之一．然而，作为基因治疗

的载体，rAAV病毒也有一些局限性． rAAV病毒
载体制备程序复杂、包装量低．而且，AAV的感
染能力也较弱[1]，实际应用需要较大的剂量．尽管

多年来努力改进 rAAV的生产，如用腺病毒辅助质
粒代替腺病毒，调整 Cap与 Rep蛋白的比例[2, 3]等，

生产效率仍然很低．优化 AAV的制备方法，提高
生产效率和病毒活性，具有很大的应用价值．

AAV是复制缺陷性 DNA病毒，只要通过辅助
病毒或质粒额外提供 Rep和 Cap蛋白，凭借 AAV
基因序列中存在的两个自身 ITR 结构，质粒中的
AAV基因组即可释出并包装成新的病毒粒子[4]．而

且，与其互补的单链 DNA 也可被包装成病毒颗
粒． ITR还是形成环形 AAV中间体的关键结构[5]，

这些中间体是 AAV复制和包装的有效模板．但是，
AAV基因组中的 ITR结构并不稳定，在复制过程
中容易突变或丢失．利用一些常规的大肠杆菌菌株

克隆 AAV 基因时，很容易出现 ITR 丢失．由于
ITR在 AAV病毒复制、包装过程中的关键作用，
带缺陷 ITR或缺失 ITR的 AAV病毒的包装能力则
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Fig. 1 Charts of the plasmid pScGFP (a) and the ITR (b)
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可能更加差．本文拟分析 AAV载体质粒中 ITR的
可能突变或缺失，用 SURE感受态菌株克隆分离不
同 ITR模式的 AAV基因组，并稳定其 ITR结构，
以了解 ITR突变对病毒的包装能力和感染能力的
影响．

1 材料和方法

1.1 不同 ITR类型的质粒克隆
eGFP基因的表达载体是一个约 5.9 kb的质粒

pScGFP(图 1a),由美国 McCarty博士的 SC-AAV质
粒骨架改建． eGFP 基因 cDNA 的上游有一个
CMV 启动子 (CMV P)，下游有一个 polyA 序
列(pA)． 两端各有一个 AAV病毒的倒转末端重复
序列(ITR)．两个 ITR 内都各有两个间隔 11 bp 的
相邻 Sma玉酶切位点．质粒的第五个 Sma玉位点位

于 eGFP基因的上游，距两个 ITR的距离分别约为
0.95 kb和 1.25 kb．在靠近上游 ITR处还有唯一的
Kpn玉位点．质粒骨架上还有一个 Amp抗性基因
供质粒筛选．由于 ITR 的不稳定性，AAV 质粒
DNA里往往是不同 ITR状态的质粒混合物，有的
两个 ITR完好，有的 ITR突变或丢失．为了筛选
出两个 ITR完好的质粒，用 pScGFP质粒混合物转
化 SURE 菌感受态细胞 (Stratagene)，涂布后经
Amp 筛选形成单菌落，挑克隆扩增制备质粒
DNA，分别用 Kpn玉(TaKaRa)和 Sma玉(TaKaRa)酶
切鉴定质粒的 ITR类型，主要获得两种 ITR类型
的质粒．质粒 pScGFPu只有上游 ITR，pScGFPud
带有两个完整的 ITR．再扩增两种不同 ITR类型的
克隆制备质粒．

1.2 2种不同类型的 AAV的制备
参照先前报道的磷酸钙沉淀法，用 3种质粒共

转染 293细胞制备 AAV病毒[6]．3种质粒包括腺病
毒辅助质粒 Pxx680，AAV 辅助质粒 pAV1h 和
eGFP表达载体 pScGFP．而两种不同 ITR的 eGFP
表达载体，质粒 pScGFPu和 pScGFPud，分别用于
制 备 两 种 不 同 类 型 的 病 毒 AAV1-GFPu 和
AAV1-GFPud，以比较病毒的包装能力．每组每次
分别转染 5皿(直径 150 mm，Costar)293细胞，共
进行 4 次 20 皿，每皿用 25 滋g 质粒 Pxx680、
10 滋g质粒 pAV1h和 10 滋g载体 pScGFP共转染．
每次加 1皿细胞作空白对照．
转染 2天后收集转染的 293细胞，每组重新悬

浮于 10 ml PBS中，反复冻融裂解细胞，再加超声
波破碎，离心取上清，各留 20 滋l 上清样品保存
于-80℃备用．汇总 4次的病毒悬液，用硫酸铵沉

淀病毒颗粒．用两轮氯化铯密度梯度超速离心法分

离纯化病毒．离心液中的病毒用斑点印迹法测

定[7]，用生物素标记 eGFP的 cDNA作探针，用化
学发光的试剂盒 Phototope star detection kit (New
England Biolabs)显示病毒斑．用梯度稀释的 eGFP
质粒制作参考对照．最后汇集离心分离的病毒悬

液，在 PBS中透析．
1.3 AAV病毒的滴度测定
进一步用定量 PCR测定 AAV病毒的滴度．先

用 PBS 稀释病毒 400 倍，稀释的病毒样品用
DNase玉(Invitrogen，350 U/ml) 37℃消化 1 h，然后
加入蛋白酶 K，至终浓度为 300 mg/L，50℃水浴
孵育 1 h，最后在 95℃中 20 min灭活蛋白酶 K．病
毒液的总稀释倍数为 2 000倍．

eGFP定量 PCR的引物如下：Forward Primer，
CACAACGTCTATATCATGGCCG，Reverse Primer，
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Fig. 2 Electrophoresis on 1援0% agarose gel
(a) 1: pScGFP digested by Kpn玉 ; 2: pScGFP digested by Sma玉 ; 3:

DNA standard. (b) 1: pScGFP digested by Kpn玉 ; 2: pScGFP digested

by Sma玉; 3: DNA standard.
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ATGTTGTGGCGGATCTTGAA．
用无菌纯水配制成 10 滋mol/L的引物液．再与

定 量 PCR 的 缓 冲 液 (2 伊AB mix， Applied
Biosystems)配成 PCR完全缓冲液(master mix)，其
中的引物浓度分别为 200 nmol/L．将完全缓冲液分
配到 PCR板预设的反应孔里，每孔加 8 滋l完全缓
冲液．然后每孔分别加入 2 滋l相应的病毒消化液
或标准品稀释液．制作标准曲线的标准品为梯度稀

释的 pScGFP质粒．质粒 DNA的浓度分别相当于
每 2 滋l含 10， 102， 103， 104， 105， 106， 107 条

DNA链．每个样品设 3个反应孔以求平均值．
在 ABI公司实时荧光定量 PCR系统中扩增分

析．PCR的反应程序如下：94℃ 20 s，55℃ 20 s，
72℃ 30 s，反应 35个循环．
1.4 2种病毒感染细胞能力的比较
重组病毒的感染能力以其感染 293 细胞、

HeLa 细胞和小细胞肺癌细胞 NCI H446确定．用
含有 10%胎牛血清(HyClone)的 DMEM培养 3种细
胞．在细胞密度约为 70%时，重新将细胞植入 24
孔板 ( Costar誖 )上，在细胞生长到对数期时用重组
病毒感染细胞．按每孔细胞计数(2伊105) ，感染细
胞的病毒量为 1 000 MOI．共感染 5次，每次用 2
种病毒分别感染 4孔细胞．感染 1 h后换以新的培
养液[8]，两天后在荧光显微镜下检查表达绿色荧光

蛋白的阳性细胞，在 10伊10倍数下观察，取每个孔
的中心区一视野计数绿色荧光蛋白阳性的细胞 数
[9]，计算每次 4孔的平均阳性细胞数，再比较 5次
用两种病毒感染细胞的效果．用两组 t测验检验差
异的显著性．

2 结 果

2.1 两种不同质粒的克隆

pScGFP质粒经 Kpn玉酶切后应成为约 5.9 kb
的线性 DNA．如果两个 ITR完好，经 Sma玉酶切
后，应得到 0.95 kb，1.25 kb，3.7 kb 大小的 3 条
DNA．如果上游的 ITR 丢失，经 Sma玉酶切后，
应得到 1.25 kb和 4.7 kb的两条 DNA．如果下游的
ITR丢失，经酶切后得到约为 0.95 kb和 5.0 kb的
两条 DNA．

用 pScGFP 质粒转化 SURE 细菌后，接种 20
个单菌落扩增制备 DNA，分别经 Kpn玉和 Sma玉
酶切后，1.0%琼脂糖凝胶电泳发现有两种类型的
DNA．两种质粒经 Kpn玉酶切后得到与 5.9 kb相符
的一条 DNA带，而经 Sma玉酶切后，有两种不同

的电泳模式，一种有 3条主要的 DNA 带(图 2a)，
与 0.95 kb，1.25 kb，3.7 kb 大小相吻合，是两个
ITR完好的质粒，命名为 pScGFPud．另有一条浅
带约为 5 kb，可能是一个 ITR 酶切不完全，或者
有一个 ITR在扩增过程中突变的结果．第二种电
泳模式有两条主要的带，大小与 0.95 kb和 5.0 kb
相符，是下游 ITR 丢失的质粒 (图 2b)，命名为
pScGFPu．
分别培养不同的克隆扩增两种质粒 pScGFPu

和 pScGFPud，用于制备 AAV病毒．

2.2 不同 ITR 类型的载体质粒影响 AAV病毒的
包装

分别用两种载体质粒共转染 293细胞，制备两
种重组病毒 AAV1-GFPu和 AAV1-GFPud，两天后
在荧光显微镜下观察细胞中 GFP的表达．每组分
别共转染 20皿细胞．AAV1-GFPud组培养皿的阳
性细胞比 AAV1-GFPu组的多，细胞的荧光强度也
更大(图 3a，b)．
转染 2天后收集细胞，制备病毒．
经两轮氯化铯梯度离心后，依次收集离心梯度

液，1 ml/管，共 12管(1～12)．通过斑点杂交确定
病毒所在的位置和量．每孔加病毒样品 5 滋l氯化
铯密度梯度液．结果见图 3c．
从斑点强度看，用质粒 pScGFPu制备 AAV病

毒的效率明显低于质粒 pScGFPud．通过斑点粗略
估算病毒 AAV1-GFPu 的滴度约为 4伊1012．病毒
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Fig. 4 AAV yields from 293 cells co鄄transfected with
plasmids pScGFPud and pScGFPu

(a) Genomic numbers of recombinant AAV packaged in one dish. (b)

Total AAV yields from 20 dishes cells.
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Fig. 3 AAVs packaged from plasmids with
different ITR types

(a) Fluorescent microscopy of 293 cells transfected with plasmid

pScGFPud. (b) Fluorescent microscopy of 293 cells transfected with

plasmid pScGFPu. (c) Dot blot of AAV in the gradient CsCl fractions

after 2nd round centrifugation. Top two lines: serially diluted plasmid

pScGFP in duplicate, the amount of DNA per dot in order was 100 ng,

50 ng, 25 ng, 12.5 ng, 6.25 ng, 3.125 ng, 1.56 ng, 0.78 ng, 0.39 ng,

0.2 ng. Middle two lines: recombinant AAV dots from plasmid pScGFPu

in the gradient CsCl fractions．Bottom two lines: recombinant AAV

dots from plasmid pScGFPud in the gradient CsCl fractions.
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AAV1- GFPud的滴度更高，约为 9伊1012．

合并第 5～6管的病毒悬液，置于 slide-a-lyzer
透析盒(Pierce)中透析，分离纯化后的 AAV病毒悬
于 PBS 中，病毒 AAV1-GFPu 为 2.1 ml，病毒
AAV1-GFPud约 2.3 ml．
共转染后的细胞裂解液和纯化的病毒液用 PBS

稀释后，依次用 DNase玉和蛋白酶 K 酶解．病毒
液的总稀释倍数为 2 000倍．取其中 2 滋l病毒酶解
液与 8 滋l完全缓冲液(master mix)混合进行 PCR定
量分析．

用系列稀释的质粒 pScGFP制作标准曲线，以
此计算 2种病毒悬液的滴度和总量．
用载体质粒 pScGFPud感染细胞后，在细胞裂

解液中测得的病毒为，每皿细胞含 5.38伊1011，

7.16伊1011，8.48伊1011，9.40伊1011病毒粒子，平均每

皿细胞含(7.61依1.74)伊1011．用载体质粒 pScGFPu感

染细胞后，测得的病毒数分别为每皿细胞 4.54伊
1011，4.20伊1011，2.16伊1011，2.88伊1011，平均每皿细

胞测得的病毒数为(3.45依1.12)伊1011，明显比质粒

pScGFPud包装的少(图 4)．载体质粒 pScGFPud感
染 20皿细胞获得的纯化 AAV为 1.08伊1013，而质

粒 pScGFPu共转染 20皿细胞获得的 AAV为 4.28伊
1012．另外，最后纯化的病毒比细胞裂解液中的病

毒总量少，反映了病毒分离纯化过程中的病毒

损失．

2.3 不同病毒的感染能力

用两种不同的病毒感染 293细胞、HeLa细胞
和小细胞肺癌细胞 NCI H446，两天后在荧光显微
镜下检查表达绿色荧光蛋白的阳性细胞，发现用病

毒 AAV1-GFPud感染后的阳性细胞数普遍比病毒
AAV1-GFPu感染的细胞多(图 5)．取每个培养孔的
中心区一视野计数绿色荧光蛋白阳性的细胞数，病

毒感染后的阳性细胞数如图 6所示．
AAV1-GFPud病毒 5次感染 293细胞的阳性细

胞平均数分别为：39.0、34.8、27.0、31.0、39.2，
阳性细胞总平均计数为(34.2依5.27)．AAV1-GFPu
病毒 5次感染 293细胞的阳性细胞平均数分别为：
19.8、 20.0、17.5、20.3、20.0，阳性细胞总计数为
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3 讨 论

腺相关病毒是最有前途的基因治疗载体之一，

但它是复制缺陷的病毒，需要其他辅助病毒如腺病

毒的协助才能进行复制繁殖．而且，在目前制备重

组病毒的方法中，普遍存在病毒包装效率低和病毒

感染力差的问题．

AAV 的基因组是两端带 ITR 序列的单链
DNA，在质粒扩增中 ITR容易丢失，因此，通常
AAV载体质粒是不同 ITR结构的质粒混合物．而
ITR缺失突变被认为是影响 AAV包装和感染能力
的一个重要因素． 重新克隆 AAV 载体质粒
pScGFP后，酶切分析发现，质粒混合物里主要有
两种 ITR状态，一种质粒保留两个 ITR，另一种质
粒只保留一端 ITR，另一端 ITR丢失．该载体质粒
主要是下游 ITR缺失．理论上讲，两端的 ITR结
构相似，突变的机会相同，但该质粒 pScGFP以丢
失下游 ITR为主，可能与 AAV基因组相邻的质粒

Fig. 6 GFP鄄expressing cells counted in a 10伊10 field
under fluorescent microscope

(34.2 依 5.23) GFP-positive 293 cells were counted after infected with
AAV1- GFPud, (19.5依1.13) GFP-positive 293 cells were counted after
infected with AAV1-GFPu (P < 0.001). (28.8依 4.84) HeLa cells were
counted as GFP- positive after infected by virus AAV1-GFPud and
(14.3依2.06) cells were GFP-positive after infected by virus AAV1-GFPu
(P < 0.001). (19.2依3.98) NCI H446 cells were counted as GFP-positive
in virus AAV1-GFPud group and (8.5依1.74) cells were positive in virus
AAV1-GFPu group (P < 0.001). 阴: AAV1-GFPu, : AAV1-GFPud.
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Fig. 5 Comparison of the green fluorescent protein鄄expressing cells in 293
HeLa and NCI H446 cells after infected by viruses AAV1-GFPud and AAV1-GFPu, respectively．

Normal culture Infected by AAV1-GFPud Infected by AAV1-GFPu

293
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NCI H446

(19.5依1.13)． AAV1-GFPud病毒 5次感染 HeLa细
胞的阳性细胞平均数分别为：35.8、29.8、26.8、
29.5、22.5，阳性细胞总平均计数为(28.8依4.84)．
AAV1-GFPu病毒 5 次感染 HeLa 细胞的阳性细胞
平均数分别为：16.0、14.5、15.2、15.0、10.8，总
平均计数为(14.3依2.06)．AAV1-GFPud病毒 5次感
染 NCI H446细胞的阳性细胞平均数分别为：16.8、

17.0、15.5、22.5、24.5，阳性细胞总平均计数为
(19.2依3.98)．AAV1-GFPu病毒 5次感染 NCI H446
细胞的阳性细胞平均数分别为：10.5、10.2、7.5、
7.5、6.8，总平均计数为(8.5依1.74)．
比较感染 3 种细胞的结果均显示，AAV1-

GFPud的感染力比 AAV1-GFPu的感染力强 (图 6)，
t检验均显示 P < 0.001，差异有很显著意义．
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DNA结构有关．先前有研究发现，在 AAV复制释
出实验中，左侧的 ITR比右侧的 ITR更有优势[10]，

显示两端的 ITR 在功能活性方面还是有一定的
差异．

SURE细胞有利于维持 ITR的稳定性． ITR的
缺失突变与其序列结构密切相关．由于 ITR 序列
中 CG 达 80%以上，其前 125 bp (1～125) 序列反
向互补容易形成 T形发夹结构，这种特殊的结构
在复制过程中容易缺失．大肠杆菌 DNA修复系统
会针对重复序列、二级结构等 DNA进行重排或删
除修饰，使得 AAV载体质粒常常成为含不同 ITR
模式的混合体，重新克隆后很快又会发生突变缺

失．SURE菌是一种基因工程改造的突变菌株，其
细胞针对大肠杆菌的一些参与修饰的基因或蛋白质

进行突变，使得真核来源、不规则 DNA的稳定性
提高 20倍以上，也适合克隆甲基化 DNA．本文利
用 SURE细胞的特性克隆和扩增 AAV载体质粒，
以便维持 AAV基因组的结构完整，提高 AAV病
毒的包装能力和感染能力．

本研究分别以两种不同的载体质粒，pScGFPu
和 pScGFPud，共转染 293细胞制备 AAV病毒，可
以在荧光显微镜下看到明显不同的阳性细胞

(图 3a，b)．细胞裂解液经氯化铯梯度离心后，斑
点印记实验可以观察到质粒 pScGFPu转染的细胞
产生的病毒比用 pScGFPud生产的病毒少(图 3c)．
更准确的滴度通过定量 PCR测定，两端 ITR完好
的 AAV质粒 pScGFPud转染细胞后更高效地包装
病毒颗粒，20皿细胞产生的病毒达 1.08伊1013，而

质粒 pScGFPu包装产生的病毒为 4.28伊1012 (图 4)．
AAV 病毒的产生与 AAV 基因组 DNA 重新

“释出”(rescue)、病毒基因组 DNA的复制和重新
包装有关．AAV的 ITR成为 DNA的复制起始点，
AAV的 ITR折叠配对成为发夹结构，ITR的 3忆端
相当于自我复制的引物．如果另一端的 ITR完整，
其互补链的 3忆端也可作为引物以同样方式复制．
这样释出的速度更快，包装的病毒粒子更多．如果

远端的 ITR有缺陷或丢失，DNA的复制模板只有
正链，复制速度可能减半．而产生的 AAV基因组
也有一个完整的 ITR 和一个缺陷的 ITR．当然，
ITR缺陷的 AAV病毒感染力也低．

AAV感染细胞的能力与病毒进入细胞、病毒
DNA在细胞内释放以及病毒基因的表达等因素有
关．不同血清型的 AAV对不同组织细胞有不同的
侵袭力，AAV对不同细胞的亲嗜性主要表现在其

衣壳蛋白和组织细胞的种类，如 AAV1型病毒对
肌细胞有强感染力．AAV基因在细胞中的表达与
其基因组 DNA 结构以及转录密切相关． ITR 在
AAV基因转录过程中至关重要． ITR 的二级结构
与某些转录蛋白的结合参与转录[9]． ITR的 D序列
也是包装 AAV 粒子所必需的 [11]．只要有一侧的

ITR，病毒就有感染性．如果两侧都有 ITR，其转
录速度快，表现的感染力强．本文用不同 ITR结
构的 AAV 感染 293 细胞，显示一侧 ITR 丢失的
AAV的感染力明显低于具有完整 ITR的 AAV．而
用这两种病毒分别感染宫颈癌细胞、HeLa细胞和
小细胞肺癌细胞 NCI H446，同样也显示具有完整
ITR 的 AAV 感染力强，AAV 基因组中的 ITR 在
AAV侵入细胞后的对复制和表达起关键作用．虽
然 AAV1-GFP感染小细胞肺癌细胞 NCI H446细胞
的能力较差，但如果把 GFP载体质粒 pScGFP包
装为其他血清型，可以改变其对不同细胞的亲嗜

性，而在其他血清型的 AAV 病毒中，具有完整
ITR的 AAV必将比一侧 ITR丢失 AAV的感染力
更强．

本研究结果显示，ITR是 AAV基因的一个主
要成分，ITR完整的载体质粒能更高效地包装病毒
颗粒，两端 ITR完好的 AAV病毒感染细胞的效率
更高．而用 SURE细胞可更好地维持 AAV基因组
中 ITR的完整性．
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Influence of Defect ITR on The Packaging and Infectivity of AAV *
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Abstract The inverted terminal repeat (ITR) is the only cis element of AAV genome essential for rAAV rescue,
replication and packaging. It is prone to mutation or loss when it is latent in host cell or in plasmid. Plasmids with
different ITR types were cloned to compare the influence of ITR types on the AAV packaging and infectivity. The
vector plasmids were transformed the competent SURE cells to get different colonies. The ITR types of plasmids
were screened by digestion with Sma玉 . AAV vector plasmid pScGFPud has two ITRs at both ends of AAV
genome and plasmid pScGFPu has only one ITR at upstream end of AAV genome. When the two plasmids were
co-transfected 293 cells to prepare rAAVs, 1.08伊1013 viral particles (AAV1-GFPud) were produced from 20-dishes
of 293 cells cotransfected with plasmid pScGFPud, 4.28伊1012 viral particles (AAV1-GFPu) were produced from
20-dishes of 293 cells cotransfected with plasmid pScGFPu. Virus AAV1-GFPud infected 293, HeLa and NCI
H446 cells more efficiently than did virus AAV1-GFPu. This suggests that defect ITRs in AAV genome is
deleterious to AAV packaging and AAV infectivity and vector with complete ITRs is favorable to the yield and
activity of rAAV.
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