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常用的生物统计方法及其 R 语言实现* 
刘学聪 1**  李欣海 1, 2*** 

（1. 中国科学院大学生命科学学院，北京 100049；2. 中国科学院动物研究所，北京 100101） 

摘  要  统计分析是科学研究中一个极其重要的环节。本文以昆虫学研究为实例，利用模拟数据，总结了

14 种常用的生物统计方法及其 R 语言实现，重点强调了如何根据科学问题和样本数据的具体情形选取合

适的统计方法。这些统计方法包括可用于均值比较分析的符号检验、Wilcoxon 符号秩检验、t-检验、Wilcoxon

秩和检验、Kruskal-Wallis 检验、Nemenyi 检验、Tukey 检验、Friedman 检验、单因素方差分析、重复测量

方差分析和可用于相关性分析的卡方检验、Fisher 精确检验、Spearman 秩相关分析、Pearson 相关分析，

可为生物统计或 R 语言基础薄弱的昆虫学工作者提供参考。 
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Basic biostatistical tests and their R codes 
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Abstract  Statistical analysis is important for many kinds of entomological research. Based on simulated data, this article 

reviews 14 basic statistical tests frequently used in entomological studies and their corresponding R codes, emphasizing how to 

choose the appropriate test for a given investigation and data type. These statistical tests include the sign test, Wilcoxon signed 

rank test, t-test, Wilcoxon rank sum test, Kruskal-Wallis test, Nemenyi test, Tukey test, Friedman test, one-way analysis of 

variance, and repeated measures analysis of variance, to compare means or medians, and the Chi-square test, Fisher’s exact test, 

Spearman rank correlation test and Pearson correlation test, to analyze associations or correlations between variables. This 

article provides a useful reference for entomologists with limited knowledge of biostatistics or the R language. 
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统计分析是科学研究中一个极其重要的环

节。在统计学的意义上，通过室内实验或野外调

查所获得的原始数据只是所研究变量的样本，需

要对样本数据进行统计分析，来推断样本所来自

总体（也就是所研究的变量）的情况，才能得出

科学的结论。统计分析可分为参数统计和非参数

统计两类（Wilcox，2003；Zar，2010）。参数统

计的有效性依赖于一定的前提条件，读者比较熟

悉的一个条件是研究的变量应该符合正态分布，

且研究变量的分布状况是可以通过样本数据来

推断的（Sokal and Rohlf，1995；Wilcox，2003；

Zar，2010）。非参数统计则对变量的分布无要求。

但是，非参数统计并不是基于具体的数值，而是

基于数值的大小及其顺序（即“秩：Rank”），并
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没有利用样本数据的全部信息，因而非参数统计

往往比参数统计的检验功效（Testing power）要

低（Wilcox，2003）。显然，在进行统计分析时，

应首选参数统计，必要时进行数据转换，包括对

数转换、平方根转换等。 

在昆虫学研究中，经常会遇到与以下研究实

例相类似的问题。广翅蜡蝉科 Ricaniidae 昆虫的

翅膀形态在种间、性别间是否存在差异，这就涉

及均值比较分析（潘鹏亮等，2020）；胡萝卜微

管蚜 Semiaphis heraclei 发育速率随温度梯度的

变化趋势，这就需要进行相关性分析（王堇秀等，

2016）；通过气象因子预测昆虫种群动态，这就

涉及回归分析（欧阳芳和戈峰，2013；费海泽等，

2014）。统计分析通常是用专业软件来实现的，

常用的统计软件有 R、SPSS、SAS 等，其中，R

具有免费开源、语言简单易学、功能灵活机动等

优点，受到越来越多的关注（Crawley，2013）。 

本文基于作者长期对动物生态学数据的分

析经验，以昆虫学研究为实例，利用模拟数据，

总结了 14 种常用的统计方法及其 R 语言实现。

重点强调了如何根据科学问题和样本数据的具

体情形选取合适的统计方法，以期为生物统计或

R 语言基础薄弱的昆虫学工作者开展科学研究

提供参考。与普通软件一样，下载 R 软件后（建

议采用最新版本 4.0.3，下载网址：https://r-project. 

org），在电脑上安装，打开后就是编写程序的窗

口“R Console”，每条程序结束后，按回车键即

可运行，运行结果随即也会在这个窗口显示，如

果运行结果是图，则会在自动打开的“ R 

Graphics”窗口中显示。涉及的统计方法可用于

均值比较分析和相关性分析这两类问题。 

1  均值比较分析 

对单样本、两个独立样本、两个相关样本、

多个（三个或三个以上）独立样本、多个相关样

本 5 种情形进行均值比较分析，每种情形都有参

数统计和非参数统计可选择。对于前 3 种情形而

言，参数统计首先要求至少要有一定的样本量

（用 n 表示），如果 n 太小，就很难从样本数据

去推断总体的分布状况，即样本数据的分布缺乏

代表性。在这种情况下，建议采用非参数统计。

那么，n 至少要多大，通过样本数据去推断总体

的分布才能算比较有效呢？据作者所知，应该没

有明确的、统一的答案，按作者经验，n 至少应

该>10。如果 n 足够大，根据中心极限定理

（Central limit theorem），用样本去推断的总体不

论服从何种分布，其样本平均数（Mean）的分

布都接近于正态分布（Sokal and Rohlf，1995；

Zar，2010），从而用参数统计进行均值比较分析

被认为是有效的。那么，n 多大才算足够大呢？

也没有明确的、统一的答案，有的资料推荐为

n≥30（李春喜等，2013）。当 n 较大但不足够大

时，如果符合正态分布，建议采用参数统计，否

则，建议采用非参数统计。对于后两种情形（多

个独立样本、多个相关样本），参数统计都有各

自的特殊要求，在后面单独介绍。 

1.1  单样本 

现有某种昆虫的前翅周长数据“parameter1”

（图 1），试问该昆虫的前翅周长是否与 60 mm

有明显差异？因 n=14，需要检验分布的正态性。

正态 Q-Q 图显示，数据与正态分布偏离较大（图

2），正态性检验也不接受正态分布（Shapiro-Wilk 

test：P=0.048）（图 1），因此，采用非参数统计。

可选用符号检验（Sign test），符号检验是二项式

检验的一种特殊形式（即检验概率为 0.5），图 1

结果显示，该昆虫的前翅周长与 60 mm 有明显

差异（P=0.039）。也可选用 Wilcoxon 符号秩检

验（Wilcoxon signed rank test），图 1 结果显示，

该昆虫的前翅周长与 60 mm 有明显差异（P= 

0.005）。比较 2 种检验的结果会发现，Wilcoxon

符号秩检验比符号检验具有更高的检验功效，即

产生更低的 P 值。 

如 果把样本 量扩充到 n = 6 6 ， 得数据

“parameter2”（图 3）。因样本量大，根据中心

极限定理，即使与正态分布有所偏离，也可直接

采用参数统计：单样本 t-检验（One sample t- 

test）。图 3结果显示，该昆虫的前翅周长与 60 mm

有明显差异（t=10.09，P<0.001）。值得特别注意 
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图 1  正态 Q-Q 图、Shapiro-Wilk 正态性检验、符号检验和 Wilcoxon 符号秩检验的运行命令 

Fig. 1  R codes for normal Q-Q plot, Shapiro-Wilk normality test, sign test, and Wilcoxon signed rank test 

 

 
 

图 2  正态 Q-Q 图 

Fig. 2  Normal Q-Q plot 

的是，虽然在样本量大的情况下，可直接采用参

数统计，但还是强烈建议在进行单样本 t-检验之

前，用正态 Q-Q 图和正态性检验查看一下数据

的分布情况，以保证统计结果确实可靠有效。 

1.2  两个独立样本 

现有某种昆虫雌性和雄性的前翅周长数据

“sex1”（图 4），试问该昆虫的前翅周长是否有

性别差异？因样本量太小（n1=7，n2=8），检验

分布的正态性无意义，直接采用非参数统计：

Wilcoxon 秩和检验（Wilcoxon rank sum test）。

计算结果图 4 显示，该昆虫的前翅周长无性别差

异（W=36，P=0.397）。 
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图 3  单样本 t-检验的运行命令 

Fig. 3  R codes for one sample t-test 
 

 
 

图 4  Wilcoxon 秩和检验的运行命令 

Fig. 4  R codes for Wilcoxon rank sum test 
 
如果将样本量扩充到 n1=33、n2=34，得数据

“sex2”（图 5）。由于两个变量的样本量都够大，

可直接采用参数统计：双样本 t-检验（Two 

samples t-test）。图 5 结果显示，该昆虫的前翅周

长在性别之间没有差异（t=0.22，P=0.824）。强

烈建议在进行双样本 t-检验之前，用正态 Q-Q 图

和正态性检验查看一下数据的分布情况，以保证

统计结果确实可靠有效。 

1.3  两个相关样本 

现有某种昆虫一些个体的左、右前翅周长数

据“forewing1”（图 6），试问该昆虫的左、右前

翅周长是否有差异？因样本量太小（n1=n2=7），

检验分布的正态性无意义，直接采用非参数统

计。可选用符号检验，此时，符号检验的计算过

程是，先计算两个样本数值的差值，然后把差值

组成的变量与 0 作比较。计算结果图 6 显示，该

昆虫的左、右前翅周长无差异（P=0.453）。也可

采用 Wilcoxon 符号秩检验，结果图 6 显示，该

昆虫的左、右前翅周长无差异（P=0.306）。 

如果把样本量扩充到 n1=n2=33，得数据

“forewing2”（图 7）。由于样本量大，可直接采

用参数统计：配对样本 t-检验（Paired samples 

t-test）。图 7 的计算结果显示，该昆虫的左、右

前翅周长没有差异（t=1.14，P=0.263）。与上述

符号检验的计算过程相似，配对样本 t-检验是先

计算两个样本数值的差值，然后把差值组成的变

量与 0 作比较（即单样本 t-检验）。强烈建议在

进行配对样本 t-检验之前，用正态 Q-Q 图和正态

性检验查看一下数据的分布情况，以保证统计结 
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图 5  双样本 t-检验的运行命令 

Fig. 5  R codes for two samples t-test 
 

 
 

图 6  符号检验和 Wilcoxon 符号秩检验的运行命令 

Fig. 6  R codes for sign test and Wilcoxon signed rank test 
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图 7  配对样本 t-检验的运行命令 

Fig. 7  R codes for paired samples t-test 

 
果确实可靠有效。 

1.4  多个独立样本 

如上所述，对于多个独立变量的均值比较，

也可选择参数统计（单因素方差分析：One-way 

analysis of variance）和非参数统计（Kruskal- 

Wallis 检验：Kruskal-Wallis test）。单因素方差分

析要求各个变量都符合正态分布，然而，随着各

变量 ni 的增大，数据的非正态分布对方差分析的

影响变小（Zar，2010）。同时，单因素方差分析

还要求方差齐性（即各变量方差相等），但在各

变量的 ni 相等或基本相等的情况下，方差不齐对

方差分析的影响有限（Zar，2010）。例如，Myers

和 Well（2003）曾报道，当 ni≥5、最大方差不

大于最小方差的四倍时，I 型错误仅膨胀 0.02（显

著性水平：0.05）。因此，在有些情况下，很难

确定参数检验和非参数检验哪一个才是更好的

选择。作者根据经验谨慎地建议，如果所有的变

量 ni≥10，可考虑采用单因素方差分析，否则，

考虑采用 Kruskal-Wallis 检验。 

例如，现有 3 种昆虫的前翅周长数据

“species1”（图 8），试问前翅周长是否有种间差

异？如果有，哪 2 种昆虫之间有差异？由于样本

量小（ n1=7 ， n2=7 ， n3=8 ），建议直接采用

Kruskal-Wallis 检验。图 8 结果显示，3 种昆虫的

前翅周长有差异（χ2=11.35，P=0.003）。为此，

需要进一步作两两比较，可用 Nemenyi 检验

（Nemenyi test），其结果显示，物种 A 和物种 B

之间无差异（P=0.739），物种 A（P=0.004）和

物种 B（P=0.041）与物种 C 之间有差异。也可

用 Wilcoxon 秩和检验作两两比较，只是显著性

水平 α需用 Bonferroni 方法进行调整，即 α/m（m：

检验次数；本例中为 3 次）。当然，还有另外的

两两比较方法，请参考其他资料。 

如果把样本量扩充到 n1=33、n2=33、n3=34，

得数据“species2”（图 9）。由于样本量大，可直

接采用单因素方差分析。计算结果图 9 显示，3

种昆虫的前翅周长有差异（F=36.12，P<0.001）。

进一步可用 Tukey 检验（Tukey test）作两两比

较，其结果表明，物种 A 和物种 B 之间无差异

（P=0.565），物种 A（P<0.001）和物种 B

（P<0.001）与物种 C 之间有差异。也可用 t-检

验作两两比较，其结论与 Tukey 检验一致（图 9）。

也可选用另外的两两比较方法，请参考其他资 
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图 8  Kruskal-Wallis 检验和 Nemenyi 检验的运行命令 

Fig. 8  R codes for Kruskal-Wallis test and Nemenyi test 
 

 
 

图 9  单因素方差分析、Tukey 检验、两两比较 t-检验和 Fligner-Killeen 检验的运行命令 

Fig. 9  R codes for one-way analysis of variance, Tukey test, pairwise t-test, and Fligner-Killeen test 
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料。强烈建议在进行单因素方差分析之前，用正

态 Q-Q 图和正态性检验查看一下数据的分布情

况，用 Fligner-Killeen 检验（Fligner-Killeen test）

查看一下方差齐性状况（图 9），以保证统计结

果确实可靠有效。 

1.5  多个相关样本 

多个相关样本数据通常是由随机区组

（Randomized b lock des ign）或重复测量

（Repeated measures design）实验设计获得的。

对于这类数据的均值比较分析，也可选择参数统

计和非参数统计，其中，重复测量方差分析

（Repeated measures analysis of variance）应是最

常用的参数统计方法（Zar，2010）。与单因素方

差分析一样，重复测量方差分析也假定各变量呈

正态分布和方差齐性，另外，重复测量方差分析

还要求复合对称性（Compound symmetry），即

任何两个变量之间的相关程度相等，复合对称性

与方差齐性合称球形（Sphericity）。对于不符合

球形条件的数据，可通过调整自由度来矫正方差 

分析的结果（Zar，2010），但一般不会影响最

后结论。根据经验，作者谨慎地建议，如果

ni≥10，考虑采用参数统计，否则，考虑采用非

参数统计。 

众所周知，绝大多数昆虫都有左、右前翅和

左、右后翅 4 个翅膀。现有某昆虫一些个体的 4

个翅膀的周长数据“fourwing1”（图 10），试问

该昆虫 4 个翅膀的周长有无差异？如果有，哪些

翅膀之间有差异？因 n1=n2=n3=n4=7，样本量小，

建议采用非参数统计：Friedman 检验（Friedman 

test）。结果图 10 显示，该昆虫 4 个翅膀的周长

有差异（χ2=16.89，P=0.001）。可用 Nemenyi 检

验进一步作两两比较，其结果显示，左、右前翅

之间（P=0.997）和左、右后翅之间（P=0.997）

无差异，左前翅与左后翅（P=0.036）和右后翅

（ P=0.020 ） 之 间 、 以 及 右 前 翅 与 左 后 翅

（P=0.020）和右后翅（P=0.010）之间有差异。

也可用符号检验或 Wilcoxon 符号秩检验作两两

比较，显著性水平需用Bonferroni方法进行调整。

还有另外的两两比较方法，请参考其他资料。 
 

 
 

图 10  Friedman 检验和 Nemenyi 检验的运行命令 

Fig. 10  R codes for Friedman test and Nemenyi test 
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如果将样本量扩充到 n1=n2=n3=n4=15，得数

据“fourwing2”（图 11）。可考虑采用重复测量

方差分析，其结果图 11 显示，该昆虫 4 个翅膀

的周长有差异（F=67.62，P<0.001）。进一步可 

 

 
 

图 11  重复测量方差分析、两两比较配对样本 t-检验、Mauchly 检验和线性混合效应模型的运行命令 

Fig. 11  R codes for repeated measures analysis of variance, pairwise paired samples t-test,  
Mauchly’s test, and linear mixed effects model 
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用配对样本 t-检验作两两比较，结果显示，左、

右前翅之间（P=0.21）和左、右后翅之间（P=0.15）

无差异，左前翅与左后翅（P<0.001）和右后翅

（ P<0.001 ） 之 间 、 以 及 右 前 翅 与 左 后 翅

（P<0.001）和右后翅（P<0.001）之间有差异。

还有另外的两两比较方法，请参考其他资料。强

烈建议在进行重复测量方差分析之前，用正态

Q-Q 图和正态性检验查看一下数据的分布情况，

用 Mauchly 检验（Mauchly’s test）检查一下球形

条件（图 11），以保证统计结果确实可靠有效。 

对于多个相关变量的均值比较分析，线性混

合效应模型（Linear mixed effects model）也是一

个合适的选择（图 11）。 

2  相关性分析 

只介绍两个变量之间的相关性分析，包括两 

个分类变量之间和两个连续变量之间的相关性

分析。对于两个连续变量之间的相关性分析，只

介绍线性相关关系。 

2.1  分类变量 

两个分类变量之间的相关性（或独立性）分

析通常是用卡方检验（Chi-square test）来实现的。

例如，用 3 种杀虫剂（X、Y、Z）分别喷杀 50

只害虫后的存活数据“count1”（图 12），试问 3

种杀虫剂的杀虫效果是否一致，或者杀虫剂种类

和害虫死亡率有无关系？结果显示，3 种杀虫剂

的杀虫效果不一致（χ2=16.67，P<0.001）。 

需要注意的是，当两个变量都是二分变量

时，如果在它们组成的 2×2 表中四个单元格的总

数<20，或者有任何一个单元格的期望值<5，因

样本量太小，通过卡方检验计算得出的统计量就 
 

 
 

图 12  卡方检验和 Fisher 精确检验的运行命令 

Fig. 12  R codes for Chi-square test and Fisher’s exact test 
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不一定服从卡方分布，因此卡方检验不再合适，

这时应采用 Fisher 精确检验（Fisher’s exact test）。

例如，用杀虫剂 X 和清水对照（Control）分别

喷杀 50 只害虫后的存活数据“count2”（图 12），

试问该杀虫剂的杀虫效果是否显著？在该例中，

有两个单元格的期望值<5（图 12），应采用 Fisher

精确检验，其结果显示，该杀虫剂有明显的杀虫

效果（P=0.031）。 

2.2  连续变量 

两个连续变量之间的线性相关性分析可采

用参数统计（即 Pearson 相关分析：Pearson’s 

correlation test）和非参数统计（最常见的是

Spearman 秩相关或 Spearman 等级相关分析： 

Spearman’s rank correlation test）。与均值比较分

析相似，Pearson 相关分析要求数据呈双变量正

态分布（Bivariate normal distribution）。然而，在

实际研究中，不符合双变量正态分布的情形是普

遍的。当两个变量相关性不强时，数据非正态分

布的影响比较小，但是，当相关性较强时，数据

非正态分布的影响就会较大（Zar，2010）。根据

经验，作者谨慎地建议，当 n<10 时，可认为很

难从样本数据去推断总体的分布状况，建议采用

Spearman 秩相关分析；当 n>10 时，如果没有可

严重影响线性相关系数的数值，即使与双变量正

态分布有所偏离，也可考虑采用 Pearson 相关分

析，如果存在这样的数值，考虑采用 Spearman

秩相关分析。 

现有某种昆虫在 5 种不同温度梯度的发育

速率数据“rate”（图 13），试问该昆虫的发育

速 率 与 温 度 梯 度 是 否 相 关 ？ 因 样 本 量 小

（n=5），故采用 Spearman 秩相关分析。强烈

建议在分析前，先用散点图查看一下两个变量

的相关情况（图 14）。图 13 结果显示，该昆 
 

 
 

图 13  散点图和 Spearman 秩相关分析的运行命令 

Fig. 13  R codes for scatter plot and Spearman’s rank correlation test 
 

 
 

图 14  散点图 

Fig. 14  Scatter plots 
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虫的发育速率与温度梯度呈正相关（r>0.99，P= 

0.017）。 

现有某地某种昆虫种群数量和降雨量共 18

年的历史数据“population”（图 15），试问该昆

虫种群数量与降雨量是否相关？散点图显示没

有数值可以严重影响线性相关系数（图 14），况

且也不拒绝双变量正态分布（Shapiro-Wilk test：

P=0.097）（图 15），故采用 Pearson 相关分析。

图 15 结果显示，昆虫种群数量与降雨量正相关

（r=0.94，P<0.001）。 

 

 
 

图 15  Shapiro-Wilk 多变量正态分布检验和 Pearson 相关分析的运行命令 

Fig. 15  R codes for Shapiro-Wilk multivariate normality test and Pearson’s correlation test 
 

3  讨论 

本文总结了 14 种常用的生物统计方法，具

体包括两方面内容：根据研究的科学问题和样本

数据的具体情形选取合适的统计方法、这些统计

方法的 R 运行命令，期望为生物统计或 R 语言

基础薄弱的昆虫学工作者提供参考。这些统计方

法可用于均值比较分析和相关性分析，虽然回归

分析在昆虫研究中也是常用的（欧阳芳和戈峰，

2013；费海泽等，2014），但是这类问题一般不

会涉及参数统计或非参数统计的选择，这也是本

文没有介绍回归分析的一个主要原因。各统计检

验的 R 运行命令都可以添加多个参数（Optional 

arguments），包括双尾还是单尾检验、显著性水

平调整方法等内容，读者可以通过在某个统计检

验函数前加“?”或者“help()”，来搜索该统计

检验可以设置哪些参数，比如“ ?cor.test ”、

“help(t.test) ”。因 R 软件具有众多优点，近年来

受到了越来越多的关注，如果想进一步学习 R

语言，《The R Book》应是一个很好的参考资料

（Crawley，2013）。 

其实，针对同样的数据，参数统计和非参数

统计都能计算得出结果，只是因为非参数统计没

有利用数据的全部信息，从而检验功效往往较

低，因此在条件允许的情况下，尽可能采用参数

统计，使宝贵的原始数据得到充分利用（Wilcox，
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2003；Zar，2010）。统计学家在发展参数统计的

算法时，预先设定了一些前提条件，比如数据的

正态分布和方差齐性等，但在实际应用过程中，

即使不完全满足这些前提条件，在很多时候统计

效果也是可以接受的，只有在严重违背这些前提

条件，导致统计结果不可信的时候，才采用非参

数统计（Zar，2010）。鉴于此，有时很难确定参

数统计和非参数统计到底哪一个才是更好的选

择，本文中的建议只是作者根据工作经验谨慎提

出的，并不一定都完全正确，还请读者根据具体

的科学问题和数据情形做出合适的决定。 

在科学研究中，应该尽可能地扩大样本量。

虽然本文没有介绍如何获得有效可靠的原始数

据，但是样本量大是采用参数统计的重要前提之

一。另外，在统计分析前，应该特别注意是否有

异常值的情况。异常值是指那些与绝大多数数值

比起来显得特别大或特别小的数值，或者看起来

严重不符合规律的数值。异常值是导致数据严重

偏离参数统计前提条件的主要原因之一，对统计

结果的影响也非常大（Zar，2010）。例如，一个

异常值就可能会较大地改变 Pearson 相关系数，

而对 Spearman 秩相关系数的影响较小。本文中

提到的，即使数据不满足参数统计的前提条件，

有时也可采用参数统计的建议，其实主要是基于

没有异常值的情况下提出的。制图是检查数据是

否有异常值的最直观途径，这也是文中多次强

调，在统计分析前先查看正态 Q-Q 图和散点图

的原因。异常值可能是实验错误造成的，这就需

要纠正或舍弃，异常值也可能是正确的，这时应

考虑数据转换或采用非参数统计。 
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