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Статистический анализ является неотъемлемой частью любого эксперимента, поскольку с его по-
мощью исследователь делает выводы из проделанной работы. Для неспециалистов существуют
учебники, подробно описывающие алгоритмы проведения статистического анализа; также доступ-
ны различные программные продукты. Несмотря на это, статистические методы часто используют
неправильно, что приводит к ошибкам и неадекватным выводам. В настоящей статье мы попытались
разобраться в основных сложностях, возникающих у исследователя, работающего в области экологи-
ческой микробиологии, при попытке статистически проанализировать результаты экспериментов.
Например, классические параметрические тесты (t-критерий Стьюдента, дисперсионный анализ, ко-
эффициент корреляции Пирсона и т.д.), наиболее часто используемые в современных эксперимен-
тальных статьях, применимы только при соблюдении условия нормального распределения случайной
величины n независимых измерений. Важно то, что нормальность распределения необходимо дока-
зывать, а доказать его можно лишь при минимальной выборке 20–30 независимых измерений, по-
следнее является весьма критичным для инкубационных, изотопных и молекулярно-биологиче-
ских экспериментов. При этом семейство нормальных распределений не единственное семейство
распределений числовых случайных величин, зависящих от параметров. Более того, реальные рас-
пределения обычно отличаются от нормальных, а сами нормальные распределения могут рассмат-
риваться лишь как некоторая аппроксимация. Большое разнообразие параметрических семейств
значительно усложняет задачу выбора критериев оценки и статистических тестов для анализа слу-
чайной выборки n независимых измерений. Здесь может помочь использование методов непара-
метрической статистики, которая не зависит от объема выборки и типа распределения, что является
важным преимуществом. Однако, как и любой метод анализа, непараметрическая статистика имеет
ограничения. Тем не менее, все больше экспериментальных данных, в том числе и в области эколо-
гической микробиологии, анализируется в последние годы с помощью непараметрической стати-
стики, что указывает на некую тенденцию вытеснения параметрических методов непараметри-
ческими.

Ключевые слова: статистический анализ, параметрические методы, нормальное распределение, вы-
борка, непараметрические методы, экологическая микробиология, инкубационные эксперименты
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Каждый исследователь рано или поздно стал-
кивается с требованием редактора или рецензен-
та научного журнала провести статистический
анализ полученных данных (если этот анализ не
был проведен до подачи статьи в журнал). Такое
требование вполне обосновано, поскольку стати-
стический анализ играет важную роль в интер-

претации результатов научных экспериментов.
Однако неправильное использование статисти-
ческих методов приводит к ошибкам и неадекват-
ным выводам, которые снижают значимость ре-
зультатов и подрывают авторитет авторов.

Одной из наиболее распространенных стати-
стических ошибок является применение пара-

ДИСКУССИОННАЯ
СТАТЬЯ
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метрических1 тестов к данным, статистический
закон распределения которых неизвестен (Schod-
er et al., 2006; Erceg-Hurn, Mirosevich, 2008; Nahm,
2016). Причина этой ошибки состоит в том, что
многие исследователи, в частности микробиоло-
ги, непосредственно ставящие эксперименты и
обрабатывающие результаты, зачастую недоста-
точно хорошо знакомы с теоретическими основа-
ми алгоритмов расчетов, не вполне понимают
пределы применимости теорем, лежащих в осно-
ве этих алгоритмов, и не следят за новыми публи-
кациями в области прикладной статистики. Та-
кие исследователи обычно используют то, что
имеется в классических учебниках и широко рас-
пространенных программных продуктах (Орлов,
2004), а также наиболее часто встречается в статьях
по их конкретной тематике. Так, в современных
научных статьях, в том числе и в области экологи-
ческой микробиологии, наиболее часто встреча-
ются такие параметрические тесты, как t-критерий
Стьюдента (t-test), дисперсионный анализ (analy-
sis of variance, ANOVA), метод наименьших квад-
ратов (ordinary least squares regression) и коэффи-
циент корреляции Пирсона (ρ) (Erceg-Hurn,
Mirosevich, 2008). Для их использования должны
быть выполнены два условия применимости: ре-
зультаты наблюдений должны иметь нормальные
распределения и дисперсии результатов наблю-
дений в выборках2 должны совпадать (Орлов,
2004). Использование параметрических тестов
при несоблюдении условий их применимости
приводит к неправильному вычислению р-значе-
ний (уровня значимости), что может привести к

1 Параметрическая статистика изучает выборки из распре-
делений, описываемых аналитическими формулами с не-
большим числом параметров (такие распределения назы-
ваются параметрическими). Распределение (вероятно-
стей) – функция, которая определяет вероятность того,
что случайная величина принимает заданное значение
или принадлежит к некоторому заданному интервалу. В
параметрических задачах оценивания принимают вероят-
ностную модель, согласно которой результаты наблюдений
x1, x2, …, xn рассматривают как реализации n независимых
случайных величин с функцией распределения F(x; θ).
Здесь θ – неизвестный вектор-параметр (фиксированной
конечной размерности, в том числе и размерности 1 – то-
гда θ представляет собой единственное число), лежащий в
пространстве параметров Θ, заданном используемой веро-
ятностной моделью. Задача оценивания состоит в опреде-
лении точечной оценки и доверительных границ (либо
доверительной области) для компонентов вектор-парамет-
ра θ. Непараметрические статистические методы не опи-
раются на предположения о принадлежности функций
распределения результатов измерений к тому или иному
параметрическому семейству, т.е. они не требуют, чтобы
функция распределения была задана в виде какой-то кон-
кретной аналитической формулы (Орлов, 2004).

2 Выборка – совокупность независимых одинаково распре-
деленных случайных элементов, т.е. набор наблюдаемых
значений (x1, x2, …, xn) или множество объектов, отобран-
ных из изучаемой совокупности, где n (sample size) – объем
выборки – число наблюдаемых значений, составляющих
выборку (Орлов, 2004).

ошибке первого рода – отклонению нулевой ги-
потезы, в то время, как в действительности эта ги-
потеза верна (делается вывод о том, что эффект
существует, когда его нет). При этом способ-
ность обнаружить подлинные эффекты, напро-
тив, значительно снижается. Неверно рассчи-
танные p-значения в сочетании с неточной
оценкой величины эффекта (effect size) и дове-
рительных интервалов могут привести к суще-
ственным ошибкам в интерпретации данных
(Erceg-Hurn, Mirosevich, 2008).

Целью настоящей статьи является обсуждение
основных (на наш взгляд) сложностей, возника-
ющих у исследователя, работающего в области
экологической микробиологии, при попытке ста-
тистически проанализировать результаты своих
экспериментов.

Нормальное распределение
Рассмотрим условия применимости перечис-

ленных выше классических параметрических те-
стов – равенство дисперсий и нормальность рас-
пределения. Условие равенства дисперсий нельзя
считать выполненным в большинстве исследова-
тельских и практических задач (Орлов, 2004). В
любом случае, чтобы быть уверенным в том, что
оно выполнено (или не выполнено), его необхо-
димо проверить, что почти никогда не делается в
микробиологических работах.

Нормальное (гауссовское) распределение с па-
раметрами сдвига μ и масштаба σ – это такое рас-
пределение случайной величины, для которого
плотность вероятности составляет:

(1)

Соответственно, чтобы найти вероятность то-
го, что случайная величина окажется в интервале
между а и b, необходимо вычислить интеграл от
f(x) в границах от а до b (Теннант-Смит, 1988).
Нормальное распределение обычно обозначается
N(μ, σ) или N(μ, σ2), где σ2 – дисперсия случай-
ной величины.

Центральная предельная теорема утверждает,
что в случае, когда результат измерения склады-
вается под действием многих причин, причем
каждая из них вносит лишь малый вклад, а сово-
купный итог определяется аддитивно (т.е. путем
сложения), то распределение результата измере-
ния близко к нормальному. Если причины дей-
ствуют не аддитивно, а мультипликативно (т.е.
действия отдельных причин перемножаются), то
распределение случайной величины близко не к
нормальному, а к логарифмически нормальному,
т.е. не х, а lg(х) имеет приблизительно нормаль-
ное распределение (1). Если же нет оснований
считать, что действует один из этих двух механиз-

2

2
( )1( ) exp .

2 2
xf x

⎧ ⎫− μ= −⎨ ⎬σ π σ⎩ ⎭
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мов формирования итогового результата (или
другой вполне определенный механизм), то про
закон распределения нельзя сказать ничего опре-
деленного. Таким образом, в конкретной при-
кладной задаче нормальность результатов изме-
рений нельзя установить из общих соображений,
ее следует проверять с помощью, например, ста-
тистических критериев (Орлов, 2004).

К настоящему времени известно довольно
много критериев для оценки того, имеет ли случай-
ная выборка, состоящая из n независимых измере-
ний, нормальное распределение. Можно упомя-
нуть графические методы (построение гистограмм,
графиков-квантилей), критерии асимметрии и экс-
цесса, а также критерий Шапиро–Уилка и др. Об-
зор эффективности различных критериев для про-
верки нормальности распределения результатов из-
мерений приведен в статье Razali, Wah (2011), см.
также фундаментальный справочник А.И. Кобза-
ря (2006) и учебник Corder, Foreman (2009).

Таким образом, задача исследователя в общем
виде сводится к обоснованному выбору метода
статистического анализа. Очевидно, что начи-
нать нужно с доказательства нормальности рас-
пределения случайной выборки n независимых
измерений в каждом конкретном эксперименте.
Далее, если данные распределены нормально, ис-
пользовать классические методы параметриче-
ской статистики (например, t-тест, ANOVA и др.).
Если нормальность распределения не подтвер-
ждается, использовать другие методы. Важно от-
метить, что, если закон распределения вообще не
известен, следует использовать “свободные от
распределения” методы непараметрической ста-
тистики.

Какие же сложности возникают у исследовате-
ля, работающего в области экологической микро-
биологии, при попытке статистически проанали-
зировать результаты экспериментов?

Во-первых, если результаты наблюдений не
имеют нормальные распределения, это еще не
значит, что параметрические методы не могут быть
использованы для их анализа. Семейство нормаль-
ных распределений является наиболее популяр-
ным, но не единственным семейством распределе-
ний числовых случайных величин, зависящих от
параметров. С помощью нормального распределе-
ния определяются распределение χ2 (хи-квадрат),
распределение Стьюдента и распределение Фише-
ра. Также известны параметрические семейства
гамма-распределений (нормальное распределе-
ние – предельный случай гамма-распределения),
экспоненциальных (экспоненциальные распре-
деления – частный случай распределений Вей-
булла–Гнеденко), логнормальных, бета-распре-
делений, распределений Коши, вырожденных
распределений, распределений Бернулли, рас-
пределений Пуассона, полиномиальных распре-

делений и др. (Орлов, 2004; Боровков, 2010). В
прикладных исследованиях также используют та-
кие параметрические семейства распределений, как
система кривых Пирсона, ряды Эджворта и Шарлье
(Орлов, 2004). Таким образом, разнообразие пара-
метрических семейств распределений числовых
случайных величин значительно усложняет задачу
выбора критериев оценки и статистических тестов
для анализа случайной выборки n независимых из-
мерений.

Во-вторых, математики уже довольно давно го-
ворят о том, что реальные распределения незави-
симых измерений практически всегда отличаются
от включенных в классические параметрические
семейства и уж, по крайней мере, в большинстве
случаев отличаются от нормальных (Орлов, 2004).
Это проявляется в том, что среди наблюдений,
если их несколько десятков (или сотен), находит-
ся несколько таких, которые нельзя получить из
гауссовского закона – слишком далеко отстоят
они от центра распределения (и центра выборки).
Присутствие таких “выбросов”, если их не ис-
ключить, может сильно исказить результаты ста-
тистической обработки (Тюрин, Шмерлинг,
2004). Здесь важно четко понимать, что исклю-
чать “выбросы” из выборки можно только в том
случае, если они являются результатом грубых
ошибок. Для этого пользуются специально разра-
ботанными критериями, а оставшуюся выборку
(без “выбросов”), если она имеет нормальное
распределение, подвергают далее параметриче-
ской статистической обработке, опираясь на нор-
мальный закон. Общепринятая процедура ис-
ключения грубых ошибок описана, например, в
книге Л.З. Румшиского (1971). Она состоит в том,
что, используя эмпирическую оценку (s) средне-
квадратической ошибки, а также “выскакиваю-
щее” (х*) и среднее по выборке (m) значения, рас-
считывают величину t = |х* – m|/s, которую срав-
нивают с критическими значениями при
заданной надежности вывода; для критических
значений существуют подробные таблицы – см.,
например, табл. III (Румшиский, 1971). Если t
оказывается достаточно велико, то х* признается
грубой ошибкой и удаляется из выборки (т.е.
дальнейший статистический анализ ведется уже
без х*). Но поскольку весь анализ на наличие вы-
броса велся в предположении справедливости
нормального распределения, то х* можно отбро-
сить только в том случае, если выборка действи-
тельно удовлетворяет этому распределению.

Если же “выбросы” – это реальные измерения,
характеризующиеся совершенно другим законом
распределения, отличным от нормального (напри-
мер, законом с “тяжелыми хвостами”, таким, как
степенное распределение), то отбрасывать их
нельзя, а статистическую обработку полной вы-
борки (с “выбросами”) необходимо проводить в
соответствии с этим иным распределением.
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Проиллюстрируем сказанное на конкретном
примере: мы измеряем интенсивность поглощения
метана образцами почвы, и количество образцов
(повторностей) в выборке составляет 20. Поясним,
что удельный поток метана (j, мкмоль м–2 ч–1) ли-
нейно зависит от коэффициента диффузии в поч-
ве (D, cм2 с–1) (Born et al., 1990; Dörr et al., 1993;
Глаголев, Филиппов, 2011). Максимальная ско-
рость поглощения автоморфной почвой метана
из атмосферы (т.е. окисление атмосферного ме-
тана аэробными метанотрофными бактериями)
лимитируется именно диффузией (Striegl, 1993;
Potter et al., 1996). При этом коэффициент диффу-
зии газа в почве определяется пористостью аэра-
ции почвы (Ра), согласно зависимости (Глаголев,
Смагин, 2006) с учетом погрешности коэффици-
ента диффузии (Глаголев и соавт., 2017):

(2)

Допустим, что некий параметр (например, по-
ристость аэрации) варьирует в наших образцах в
соответствии с нормальным законом распреде-
ления, как это обычно принимается для случай-
ных погрешностей. Допустим, что для пористо-
сти аэрации μ = 10% и σ = 5%. При помощи
MATLAB-функции normrnd мы сгенерировали
20 случайных чисел, соответствующих пористо-
сти аэрации отдельных образцов почвы и распре-
деленных в соответствии с N(10, 5): 7.837, 1.672,
10.627, 11.438, 4.268, 15.955, 15.946, 9.812, 11.637,
10.873, 9.067, 13.629, 7.058, 9.318, 10.57, 15.334,
10.296, 9.522, 5.8383, 20.916. Проверка, выполнен-
ная при помощи MATLAB-функции lillietest
(Lilliefors test), показала: статистическая гипотеза
о том, что вышеприведенная выборка удовлетво-
ряет нормальному распределению, не может быть
отвергнута (с надежностью не менее 95%). Для
приведенной выборки получим следующие зна-
чения D по формуле (2): 4.6027, 0.1961, 10.0855,
12.2181, 1.029, 29.4366, 29.3923, 8.1989 12.782,
10.7048, 6.6867, 19.3689, 3.529, 7.1742, 9.9453,
26.4802, 9.2891, 7.5868, 2.1948, 61.0065. Поскольку
интенсивность поглощения метана пропорцио-
нальна коэффициенту диффузии, то приведен-
ные значения могут рассматриваться как ско-
рость потребления метана образцами почвы (в
условных единицах), т.е. те значения,
которые получит исследователь в эксперименте
(“выборка D”). Если проверить “выборку D” с
помощью MATLAB-функции lillietest, то стати-
стическая гипотеза о том, что эта выборка удовле-
творяет нормальному распределению должна
быть отвергнута (с надежностью не менее 95%),
т.е. тест покажет, что выборка не удовлетворяет
нормальному распределению. Но исследователь
не знает, что так и должно быть, поскольку ему
неизвестно, что вариабельность элементов вы-

( ) 3 2
а a a

а

0.0046 0.047
0.0878 0.19. 

D P PP
P

= + −
− +

борки вызвана различной пористостью аэрации
образцов. Поэтому, мысль исследователя устре-
мится в тривиальном направлении: нет ли среди
измерений грубой ошибки? Если провести ана-
лиз “выборки D” на наличие “выброса”, то легко
можно установить, что значение 61.0065, намного
превышающее любое другое значение в выборке,
якобы является “выбросом” (причем надежность
вывода в данном случае составляет не меньше
99%). Исходя из этого, исследователь, отбросит
данное подозрительное значение и подвергнет
исправленную выборку (содержащую теперь
лишь 19 значений, т.е. все значения “выборки
D”, кроме значения 61.0065) тесту на нормаль-
ность, убедившись при этом, что теперь выборка
удовлетворяет нормальному распределению (с
надежность данного вывода не менее 95%).

Итак, было выполнено 20 измерений потреб-
ления метана. Получившаяся выборка показалась
несколько подозрительной: во-первых, она не со-
ответствовала нормальному распределению и,
во-вторых, одно из измерений столь сильно отли-
чалось от остальных, что заставило предположить
наличие грубой ошибки. Действительно, обще-
принятый анализ для выявления грубых ошибок
показал, что это измерение является ошибкой, и
удаление данного измерения из выборки привело
к тому, что она стала удовлетворять нормальному
распределению. Следовательно, для дальнейшего
анализа нужно использовать эту редуцированную
выборку. Для какого дальнейшего анализа? Это
зависит от целей исследователя. Если, например,
он хочет посчитать среднюю интенсивность по-
требления метана данной почвой, то сможет вы-
числить среднее арифметическое, которое в дан-
ном случае окажется равным чуть больше 11.

На самом деле выборка действительно не соот-
ветствует нормальному распределению, но она и
не должна ему соответствовать, поскольку вели-
чина пористости аэрации, распределенная по
нормальному закону, была преобразована по не-
линейной формуле (2), в результате чего тип рас-
пределения, разумеется, изменился. А раз так, то
ничего подозрительного в значении 61.0065 нет.
И не следует в данном случае проводить тест на
“выброс” и отбрасывать значение 61.0065, исходя
из предположения о нормальности распределе-
ния, поскольку на самом деле распределение от-
лично от нормального. А если значение 61.0065 не
отбрасывать, то среднее арифметическое по вы-
борке получится равным ~14, а вовсе не 11 (по-
грешность около 20%!).

Приведенный пример не является умозритель-
ным или слишком частным. В области потребле-
ния и эмиссии метана почвами специально вы-
полнены работы с целью идентификации законов
распределений, и к настоящему времени ясно,
что нормальное распределение является скорее
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исключением, чем правилом (Паников, 1995; Ве-
ретенникова, Глаголев и соавт., 2007, 2012; Glago-
lev et al., 2011; Дюкарев, 2014 и др.). Подавляющее
большинство измерений эмиссии метана из раз-
личных болот Западной Сибири весьма сильно
отличаются от нормального распределения, а
многие – вообще от какого-либо из числа наибо-
лее популярных в математической статистике рас-
пределений. В связи с этим, в созданной для За-
падной Сибири “стандартной модели” эмиссии не
делалось попыток подогнать данные распределе-
ния к известным, а просто использовались (в виде
сплайн-аппроксимаций) эмпирические распреде-
ления, построенные по реальным данным полевых
измерений (Глаголев и соавт., 2012).

Если говорить не о болотах, а о других природ-
ных объектах, в которых идут процессы метаноге-
неза и метанотрофии, то и там наблюдались распре-
деления эмиссии, отличающиеся от нормального.
Сабреков и соавт. (Sabrekov et al., 2017) обнаружили
лог-нормальное распределение эмиссии метана из
озер средней тайги Западной Сибири, а для озер
южной тайги – степенное распределение (это –
распределение с очень “тяжелым хвостом”). К со-
жалению, большинство авторов не проводили ак-
куратного статистического исследования типа
распределений, но опубликованные ими графики
плотностей распределения достаточно красноре-
чивы. В частности, распределения, похожие на
лог-нормальные, обнаружены при исследовании
эмиссии метана из “грязевых микровулканов” в
пойме р. Мухриной (в окрестностях г. Ханты-
Мансийск) (Белова и соавт., 2013; Oshkin et al.,
2014). Аналогичные распределения (а также распре-
деления с еще более “тяжелыми хвостами”, чем у
лог-нормальных, и мультимодальные распределе-
ния) обнаружены при измерении эмиссии метана в
поймах рек Западной Сибири (Terentieva et al., 2018).
Вышеприведенный эмпирический материал впол-
не соответствует современным теоретическим
представлениям. Существующие математические
модели, например, изложенные в статьях (Сабре-
ков и соавт., 2014; Зинченко, 2017; Cao et al., 1996;
Bohn et al., 2013; Xu et al., 2016 и др.), отражают не-
линейные связи между эмиссией метана и факто-
рами внешней среды, такими как температура,
осадки, уровень болотных вод. Предположим, что
какой-то определенный параметр внешней среды
имеет нормальное распределение – часто это дей-
ствительно так, см., например, метеорологические
параметры для заповедника “Малая Сосьва” за
несколько десятилетий (Таланова, 2018). Если мы
при этом воздействуем нелинейным оператором
на такое распределение, то оно утратит свою нор-
мальность.

Может показаться, что, если нормальных и
других параметрических распределений в приро-
де почти не существует, тогда вообще непонятен
смысл использования параметрических методов

для статистического анализа. Однако мы хотели
бы предостеречь читателя от столь радикального
взгляда. Нормальные распределения могут рас-
сматриваться как некоторая аппроксимация, хо-
тя никогда нет полного совпадения с реальностью
(Орлов, 2004). Но если статистические тесты пока-
зывают, что на достаточно высоком уровне значи-
мости наше распределение не отличается от нор-
мального (или какого-то другого известного рас-
пределения), то на этом уровне значимости мы
можем делать содержательные выводы из стати-
стического анализа выборки, проведенного на
основе предположения о ее соответствии данно-
му распределению.

К сожалению, более важным (и более песси-
мистичным) является следующий вопрос: как от-
носиться к результатам огромного количества
уже опубликованных исследований, в которых
выводы сделаны на основании статистического
анализа с использованием классических парамет-
рических тестов? Ведь в подавляющем большин-
стве случаев нормальность выборки не проверя-
лась. Общий ответ здесь очевиден: с сугубой осто-
рожностью! Конечно, ставить крест на всех этих
результатах не хотелось бы, но и доверять им нет
никаких оснований. Однако если есть возможность
обратиться к исходным материалам (даже если они
не были опубликованы, подчас, оказывается воз-
можным получить их, связавшись с авторами рабо-
ты), то следует проверить их соответствие тому па-
раметрическому закону, на основании которого де-
лались выводы в публикации.

Выборка

И наконец, остается, наверное, самый важный
вопрос для микробиолога, занимающегося поста-
новкой инкубационных экспериментов: каким
конкретно должно быть минимальное значение
n независимых измерений для того, чтобы кор-
ректно провести статистический анализ, напри-
мер, доказать нормальность распределения? В
литературе часто встречается термин “большая” и
“малая” выборка (big and small sample size). “Вы-
борка считается “большой”, если точность стати-
стического правила оказывается достаточной для
поставленных целей исследования. Понятие
“большая выборка” не вполне четкое и зависит от
целей исследования и выбранных математиче-
ских средств” (Тюрин, Шмерлинг, 2004). “Для
того чтобы гарантировать, что функция распреде-
ления результатов наблюдений отличается от не-
которой нормальной не более чем на 0.01 (при
любом значении аргумента), требуется порядка
2500 наблюдений” (Орлов, 2004). Однако на со-
временном этапе развития микробиологии (да и
биологии вообще, если не включать в нее меди-
цинскую биологию) требование 99% надежности,
по-видимому, следует признать избыточным. По
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крайней мере, так обстоит дело в наше время –
часто в биологических статьях ограничиваются
уровнем надежности 95%, а в статистических
справочниках (см., например, Румшиский, 1971;
Дмитриев, 1995; Кобзарь, 2006; Бостанджиян,
2013) таблицы различных тестов и критериев ча-
сто начинаются вообще с надежности 90% или
даже еще меньших. Поэтому в учебниках встреча-
ются не столь строгие минимальные значения
n для статистического анализа данных с исполь-
зованием параметрических тестов – 20–30 неза-
висимых измерений на группу (Pett, 1997; Warner,
2012), однако при этом, по-видимому, не ставится
требование отличия на 0.01.

Объем выборки n ≥ 20, широко используемый
в клинических и физических исследованиях,
встречается и в работах по экологической микро-
биологии. Допустим, что объектом исследований
является микробное сообщество воды и осадков
озера. В водоемах активность и состав микробных
сообществ варьируют по глубине (в пределах 1 м
для водной толщи и 1 см для осадков), а также
различается в зависимости от точки отбора образ-
ца (прибрежная зона или середина озера, мелко-
водный или глубоководный участок и т.п.). Ру-
тинно определяемые с помощью датчиков физи-
ко-химические параметры (например, удельная
электропроводность, мутность, соленость, тем-
пература, pH, концентрация растворенного кис-
лорода и др.), а также потоки метана могут быть
измерены в n ≥ 20 независимых точках на одной и
той же глубине по всей площади озера и в даль-
нейшем экстраполированы на озеро в целом. То-
гда можно рассчитать стандартное отклонение,
проверить нормальность распределения и далее
использовать параметрические или непараметри-
ческие тесты для сравнения данного конкретного
озера с другими озерами по тем же параметрам и
глубине или для изучения временной динамики
исследуемого параметра (месячная, сезонная, го-
довая динамика).

Если речь идет об изменении параметра с глуби-
ной, то для корректного проведения статистическо-
го анализа необходимо сделать ≥20 независимых из-
мерений (“повторностей”) каждого исследуемого
параметра на одной конкретной глубине и срав-
нить с таким же количеством повторностей на
другой, и так далее, в зависимости от количества
исследуемых экспериментальных точек по про-
филю. Такого “большого” числа повторностей не
найдешь ни в одной работе, описывающей инку-
бационные (влияние разных субстратов, акцеп-
торов электронов на потенциальную активность и
состав сообщества), изотопные (определение ско-
ростей микробных процессов) или молекулярно-
биологические (определение видового состава
микробного сообщества) исследования. Суще-
ствует стандартное требование: инкубационные
эксперименты должны проводиться как минимум

в трех повторностях. В реальных лабораторных
условиях n = 3 зачастую является также и максиму-
мом. Такая “малая” выборка адекватно восприни-
мается людьми, лично знакомыми со спецификой
постановки инкубационных (изотопных, молеку-
лярно-биологических) экспериментов с участием
природных микробных сообществ. Для неспеци-
алистов приведем простой пример: требуется
сравнить потенциальную метаногенную актив-
ность озерных осадков, отобранных по профилю
с трех глубин (0–5, 5–10 и 10–15 см) в одной экспе-
риментальной точке. Для этого необходимо прове-
сти лабораторную инкубацию образца осадков с
каждой исследуемой глубины в строго анаэроб-
ных, близких к in situ условиях с использованием
наиболее распространенных субстратов метаноге-
неза. Количество инкубационных вариантов для
образца осадка с одной глубины составляет 13
(12 субстратов и 1 контроль). Эксперименты для
каждого субстрата и контроля ставятся в 3-х по-
вторностях (n = 3), следовательно, необходимо
поставить 39 анаэробных инкубаций (флаконов)
для образца осадка с одной глубины. Таким обра-
зом, для сравнения 3-х глубин требуется 117 фла-
конов. Каково будет количество флаконов для
n = 20, чтобы корректно проверить имеет ли слу-
чайная выборка n независимых измерений нор-
мальное распределение? Следует также отметить,
что параллельно ставится еще примерно столько же
инкубаций для определения других процессов, на-
пример, аэробного или анаэробного окисления ме-
тана.

В большинстве изученных нами статей по
близкой тематике авторы проводили инкубаци-
онные эксперименты с n = 2–6. Когда выборка
слишком мала, распределение неизвестно, даже
если вы действительно хотите доказать его нор-
мальность или если авторы подобных работ уве-
ренно пишут об использовании параметрических
тестов для анализа своих данных. Мы не будем
приводить ссылки на конкретные работы, по-
скольку критика результатов чужих эксперимен-
тов не входит в задачи данной статьи. Мы хотим
подчеркнуть, что специфика инкубационных
экспериментов такова, что зачастую довольно
проблематично поставить такое количество по-
вторностей, которое требуется для корректного
статистического анализа с использованием клас-
сических параметрических методов.

Что же делать, если выборка слишком мала, а
требования журнала не позволяют обойти стати-
стический анализ? Можно предложить два способа
решения данной проблемы. Во-первых, поставить
один инкубационный вариант (например, взять
один субстрат из списка) в n ≥ 20 повторностях и
доказать для этого варианта, что распределение
нормальное (или какое-то иное). Для других ва-
риантов с n = 3 допустить, что распределение ана-
логично испытанному с n = 20. Данный способ,
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но с меньшим объемом выборки, уже описан в
публикациях. Стоит, однако, отметить, что, если
результаты независимых измерений, полученные
для одного варианта, имеют нормальное (или
другое) распределение, это не обязательно означа-
ет, что результаты независимых измерений, полу-
ченные для остальных вариантов, будут иметь такое
же распределение. Во-вторых, можно использовать
непараметрические тесты, позволяющие проанали-
зировать “малую” выборку независимых измере-
ний, распределение которой неизвестно.

Непараметрические методы

Принципы непараметрической (независящей
от параметров) статистики подробно изложены в
ряде учебников и статей (например, Pett, 1997;
Тюрин, Шмерлинг, 2004 (и ссылки там же); Er-
ceg-Hurn, Mirosevich, 2008; Corder, Foreman, 2009;
Nahm, 2016). Непараметрическая статистика поз-
воляет выполнить те же задачи, что и параметри-
ческая, т.е. провести анализ случайной выборки
n независимых измерений (табл. 1). При этом не-
параметрическая статистика не зависит от объема

выборки и типа распределения, что является важ-
ным преимуществом. Критерии непараметриче-
ской статистики основаны не на самих наблюде-
ниях, а, чаще всего, на их рангах, т.е. на номерах,
которые присваиваются наблюдениям при их
расстановке в определенном порядке, обычно в
порядке возрастания. Все возможные последова-
тельности рангов имеют равные вероятности для
появления, поэтому все статистики, основанные
на рангах, свободны от распределения. Для ран-
говых методов, в отличие от параметрических,
наличие небольшого числа пусть даже очень
больших “выбросов” влияет на результат незначи-
тельно, поэтому они более устойчивы к выбросам,
засорениям и прочим несовершенствам статисти-
ческого материала. Помимо ранговых, созданы и
другие непараметрические системы обработки,
например, основанные на знаках наблюдений или
остатков (Тюрин, Шмерлинг, 2004).

Следует отметить, что так же, как и любой ме-
тод анализа, непараметрическая статистика имеет
ряд ограничений. Например, переход от точных
значений исходных наблюдений к рангам сопро-
вождается некоторой потерей информации (Тю-

Таблица 1. Статистический анализ данных с использованием непараметрических vs. параметрических тестов
(Corder, Foreman, 2009)

Тип анализа Непараметрический тест Параметрическая альтернатива

Сравнение двух зависимых выборок Критерий Вилкоксона для зависимых 
выборок (или критерий знаковых ран-
гов Вилкоксона)

t-Критерий для зависимых
выборок

Сравнение двух независимых
выборок

Критерий Манна–Уитни–Уилкок-
сона (U-критерий Манна–Уитни,
критерий суммы рангов Уилкоксона)

t-Критерий для независимых
выборок

Сравнение трех и более зависимых 
выборок

Критерий Фридмана Дисперсионный анализ
с повторными измерениями

Сравнение трех и более независимых 
выборок

Критерий Краскела–Уоллиса Однофакторный дисперсионный
анализ

Сравнение нечисловых (в номинальной 
шкале) данных

Критерий Хи-квадрат, точный тест 
Фишера

Отсутствует

Сравнение двух упорядоченных
(ранжированных) переменных

Ранговая корреляция Спирмена Корреляция Пирсона

Сравнение двух выборок, когда одна 
переменная образует шкалу с двумя 
дискретными градациями признака

Точечная бисериальная корреляция Корреляция Пирсона

Сравнение двух выборок, когда одна 
переменная образует шкалу с двумя 
непрерывными градациями признака

Бисериальная корреляция Корреляция Пирсона

Проверка случайности выборки Критерий Вальда–Вольфовица
(критерий серий)

Отсутствует
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рин, Шмерлинг, 2004). Кроме того, непараметри-
ческие методы дают ограниченную (по сравнению
с параметрическими методами) информацию, и ее
сложнее интерпретировать, при этом для “боль-
шой” выборки усложняются расчеты (Nahm,
2016). Использование методов непараметриче-
ского анализа снижает риск ошибочных выводов,
поскольку эти методы не делают никаких предпо-
ложений о распределении, но при этом могут
иметь более низкую статистическую мощность.
Иначе говоря, непараметрические методы “все-
гда применимы, но не всегда эффективны”, в то
время как параметрические методы “не всегда
применимы, но эффективны всегда, когда при-
менимы” (Nahm, 2016). Следует отметить, что
“малый” объем выборок также является одним из
ключевых ограничений для применения непара-
метрических критериев. Например, при сравне-
нии медиан двух выборок ранговые непараметри-
ческие методы сортируют значения переменной в
каждой из выборок и сравнивают их друг с дру-
гом. При этом величина различий между значе-
ниями в выборках никак не учитывается. Для
“малых” выборок это приводит к тому, что мини-
мальный достижимый уровень значимости при
проверке гипотезы о равенстве медианы двух вы-
борок оказывается довольно высоким, часто вы-
ше традиционного значения 0.05, которое прини-
мается за границу, разделяющую совпадающие и
отличающиеся медианы выборок. Например, ес-
ли мы сравниваем с помощью двустороннего
критерия Манна–Уитни–Уилкоксона медианы
двух выборок объемом 3 каждая, то различия
между ними, какими бы они ни были, не могут
быть установлены с уровнем значимости менее
0.10 (Shieh et al., 2006). В случае одностороннего
теста наименьший уровень значимости для этого
примера будет 0.05. Использование t-критерия
для сравнения (с предварительным преобразова-
нием, например, логарифмическим, если данные
распределены не в соответствии с нормальным
распределением) может быть более предпочти-
тельным в данном случае, поскольку в рамках его
применения минимальный достижимый уровень
значимости отсутствует.

В последние годы, однако, все больше экспе-
риментальных данных, в том числе и в области
экологической микробиологии, анализируется с
помощью методов непараметрической статисти-
ки, что указывает на некую тенденцию вытесне-
ния параметрических методов непараметрически-
ми. Возможно, что именно непараметрическая
статистика является единственным адекватным
способом анализа результатов инкубационных
экспериментов. В заключение следует отметить,
что в лабораторных физиолого-биохимических
экспериментах к перечисленным сложностям до-
бавляется еще и изменчивость тест-объектов, в
результате чего могут формироваться неоднород-

ные выборки, к которым статистические методы
в принципе неприменимы. В этих случаях реша-
ющую роль в обеспечении достоверности разли-
чий играет стандартизация процессов хранения
культур и приготовления посевного материала.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда, грант № 16-14-10201.
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Statistical analysis is an integral part of every experiment, since it helps researchers to make conclusions out
of the work done. Textbooks with detailed description of the algorithms for statistical analysis exist, as well as
diverse software packages. Statistical methods are, however, often applied incorrectly, which leads to errone-
ous and inadequate conclusions. The present article is an attempt to determine the main problems emerging
in the course of statistical analysis of experimental results in the field of environmental microbiology. For in-
stance, the classical parametric tests, which are most often used in experimental articles (t-test, analysis of
variance, Pearson correlation coefficient, etc.), are applicable only when a random variable of n independent
observations has normal distribution. Importantly, the normality of the distribution must be proved, and it is
possible to do only for minimal sample size of 20–30 independent observations per group. The latter is crucial
for the incubation, isotope, and molecular biological experiments. The family of normal distributions is not
the only family of parameter-dependent (parametric) distributions of random variables. Moreover, real-life
distributions usually differ from the normal ones, and normal distribution may be considered only as a certain
approximation. High diversity of parametric families complicates the choice of criteria and statistical tests for
analysis of a set of data collected from n independent observations. Nonparametric statistics may be of help,
since it is free of sample size and distribution requirements, although, as any method of analysis, it also has
limitations. An increasing number of experimental data, including those in the field of environmental micro-
biology, are nowadays analyzed by using nonparametric statistics, which indicates a certain tendency for sub-
stitution of parametric methods by nonparametric ones.

Keywords: statistical analysis, parametric methods, normal distribution, sample size, nonparametric meth-
ods, environmental microbiology, incubation experiments
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