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本文针对《中国骨伤》杂志2006年第11期与2007年第

ll期所载论著。从实验设计和统计分析两个方面，就一些常

见、易发生的问题提出改进的建议和意见，希望为科研工作者

和读者在提高科研T作的科学性和严谨性方面提供帮助。

l试验设计方面的问题辨析

在实验设计中坚持随机、对照、重复、均衡4个基本原则

才能有效地排除非处理因素的干扰和影响。

1．1样本量过少，违反重复原则的案例 例1，《三角纤维软

骨复合体解剖及生物力学研究》⋯一文。在其中一项研究中，

取2个肱骨中段以上的上肢标本，去除所有的前臂伸屈肌腱，

前臂中立位下固定桡骨，对尺骨小头施加20 N的掌背侧拉

力，测量尺骨相对于桡骨的位移。然后先后切断背侧和掌侧桡

尺韧带，相同的作用力下测量尺骨相对于桡骨的位移(包括背

侧位移和掌侧位移)。

结果：在20 N拉力作用下，切断背侧桡尺韧带(DRUL)。

保持完整的掌侧桡尺韧带(PRUL)，尺骨相对桡骨的背侧位移

明显；切断掌侧桡尺韧带，保持完整的背侧桡尺韧带，尺骨相

对桡骨的掌背侧位移都明显增加；而掌背侧桡尺韧带(D—

PRUL)都切断导致DRUJ明显下降。

辨析：上述虽然只是原文中的一项初步研究，但是违反了

重复原则，致使研究结果科学性不强，后面讨论部分的“证据”

不足。在大多数情况下，我们要在相同实验条件下做足够多次

的独立重复实验，来找出比较可靠的客观规律。原文实验只取

了2个样本，实验涉及“是否切断DRUL，，、“是否切断PRU LI'2

个实验分组因素和“在背侧还是掌侧测量位移”这样一个莺复

测量因素，只利用2个样本完成3因素研究，严重违反实验的

重复原则，对照、随机、均衡原则也无从谈起，使得原文的此项

研究结论“苍白无力”。

原文这项研究可形成具有一个重复测量的3因素设计，

实验设计及数据记录格式如表l所示。

表l切断DRUL、PRUL对DRUJ的影响

表1中的每个“×”代表每个实验点下所得数据，最少应

在每个实验点下做2次以上的重复实验，也就是说这项研究

要得到比较准确的结果，至少需要8个标本(样本)，当然也可

以在每个实验点多做几次独立重复实验。

1．2未设置对照，仅凭少量观察结果得到结论的案例 例

2，《按压法治疗胸腰段压缩性骨折的临床研究》⋯一文，对胸

腰椎骨折患者57例(男29例，女28例；年龄15—8l岁，平均

48．3岁；Tl一3例，T一2 14例，Ll 24例，k 16例)采用按压法手法

复位，对比治疗前后受伤椎体高度和Cobb角的变化。结果：

57例1年后随访，患者脊柱畸形及疼痛等症状明显好转。按

胸腰椎压缩性骨折疗效标准：优16例，良30例，可lO例，差

l例，优良率80．7％。治疗前后椎体高度及Cobb角的比较如

表2所示。

表2 治疗前后椎体前柱、中柱前缘平均高度及Cobb角的

比较(面蜘)

表2数据经SPsS 11．O软件包处理，采用自身配对f检

验，三项指标在治疗前后差异有统计学意义(P<O．01)。结论：

按压法手法复位治疗胸腰段单纯性骨折简单易行、疗效确切。

辨析：原文介绍了一种新疗法治疗胸腰压缩性骨折。并对

胸腰椎压缩性骨折进行治疗前后自身对照的疗效进行了评

价，从评价结果来看这项新疗法治疗后的效果比较好。但纵观

全文，未对这种新疗法与其他疗法进行比较．换言之，缺乏与

同类治疗方法中最好或公认的治疗方法的对照研究，说服力

不够强，虽然以患者治疗前后作了自身对照．但一些临床疾病

可能存在迁延自愈的情况，使得这种对照流于形式。原文研究

的缺陷主要是缺乏非自身对照的对照，可能在以下2个方面

使人容易产生疑问：一是这种新疗法与经典疗法或其他疗法

的疗效之间的差别究竟如何；二是这种新疗法的受试对象(即

57例胸腰椎骨折患者)与其他疗法的受试对象之问的可比性

如何。作为一种临床新疗法研究，总是希望新疗法比对照的疗

法效果更佳，或者效果不差于已知的经典治疗方法，所以检验

一种临床新疗法疗效的最佳的方案是进行随机对照实验，即

将一般情况和病情相似的患者随机分组(组间具有可比性)，

采取不同疗法来观察效疗，当然通过大量病例和长时间的临

床实践得到的结论更确切。原文作为介绍一种新疗法的研究

并无不妥，但缺乏令人信服的对照组，使得结论说服力不强。
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表3补肾中药干预后VDRmRNA与Cb缸。mRNA的相对表达量

1．3随意选择受试对象，违反随机原则的案例例3，《股骨

头缺血坏死MRI表现分析》‘3】一文，为观察系列MRI上股骨

头坏死的坏死信号和面积比例变化，根据股骨头坏死的诊断

标准，对10例(20髋)具有2次以上MRI成像的股骨头坏死

患者进行研究，其中男8例，女2例，年龄24—58岁，两次

MRI成像平均相差18．1个月。结果：第1次MRI检查时的平

均坏死面积比例为(52．62±17．90)％，第2次MRI检查时的平

均坏死面积比例为(52．24±19．39)％，两者差异无统计学意义

(辟：0．687)。结论：股骨头坏死的坏死面积比例不随病程的延

长及临床分期的进展而改变。

辨析：原文将股骨头坏死患者前后2次的MRI成像时股

骨头坏死面积比例，经配对的f检验：f=0．409，庄=o．687，认为2

次MRI成像时的股骨头坏死面积之间的差异无统计学意义，

股骨头坏死的坏死面积比例不随病程时间的延长和临床分期

的进展而变化。原文在统计分析方面并无问题，但在实验之初

选择受试对象时有很大的随意性。原文的受试对象并不是随

机选择的，而是便于研究，根据“做过2次以上的MRI成像(2

例做过3次MRI成像，为了便于统计比较，我们取第1次和

最后1次MRI进行比较)”。选择了lO例作为受试对象，违反

了随机原则。随机原则确保每个对象都有相等的机会进入实

验，这样产生的样本才具有代表性，而原文规定“只有2次

MRI成像的对象才能入选”，排除了很多对象的入选资格，选

出的样本不具有代表性，虽经正确的统计分析，得出的结论科

学性也不强。正确的做法是，采用随机化方法选择受试对象分

析，才有可能得到具有普遍意义的结论。

2统计分析方面问题辨析

先有完善的实验设计方案，然后严格实施，最后得到数据

资料，采用相应的统计分析方法处理，合理解释统计分析结

果，这应该是一个完整严密的过程。但从科研实际情况来看，

实验资料的获得过程随意性比较大，获取和分析资料时未认

真考虑实验设计类型，未能选用正确的统计分析方法处理资

料，套用统计分析方法时忽视资料的前提条件，统计结果未得

到合理解释等现象，多有发生。

2．1未行统计分析，仅凭观察结果得到结论例4，《补肾中

药对成骨细胞VDR、Cb缸。mRNA表达的影响》H】一文，研究补

肾中药对大鼠成骨细胞VDR、Cb缸。mRNA表达的影响，选取

6月龄SD大鼠70只，随机分为7组：正常组、生理盐水组、固

本壮骨胶囊、金匮肾气丸、补肾益精方、知柏地黄丸、萌格旺

组。进行相应处理。RT—PCR结果表明，在大鼠成骨细胞中，固

本壮骨胶囊、金匮肾气丸、西药萌格旺上调VDR、Cb缸l mRNA

表达，知柏地黄丸下调VDR、Cb缸。mRNA表达，补肾益精方

对于VDR、Cb缸．mRNA表达的影响存在着差异。对电泳图扫

描分析，计算待测基因GAPDH与基因PCR产物电泳条带的

吸光面积积分百比值，评定VDR、Cb缸。mRNA基因的表达水

平，数据见表3。

辨析：表3中的每个数据是一个测定值还是一组测定的

值的平均值，并未交代清楚。若是单个测定值，则表明未做重

复实验，无法分析数据；若是平均值，未给出标准差，表明数据

表达不完善。

原文未对表3资料进行任何统计分析，仅凭观察结果得

到结论。各组问的指标差异是否具有统计学意义，再做一次实

验是否能得到类似结果，这些问题仅凭单纯的观察显然是不

能回答的。表3资料属于单因素多水平设计二元定量资料，可

以用单因素多水平设计定量资料的二元方差分析处理，分析

7个水平组VDR、Cb缸l mRNA的表达差异是否具有统计学意

义，然后进行两两比较，最后根据统计学结论得到专业结论。

例5。《麦氏试验对半月板操作和膝关节间隙内疾病的诊

断价值比较》【5】一文，回顾性分析28l例膝关节疾患的患者麦

氏试验及关节镜检查结果，以关节镜检查作为黄金标准，分别

以麦氏试验对半月板损伤和膝关节间隙内疾病的诊断价值，

与关节镜检查结果对照，进行四格表法分析的统计学评估，对

两组数据进行比较。结果如表4、5。

表4麦氏试验与关节镜检查对半月板损伤诊断的评价指标

麦氏试验
关节镜检查(例)

半月板损伤 非半月板损伤

表5麦氏试验与关节镜检查对膝关节间隙内疾病诊断的评

价指标

麦氏试验—磊耍i面丽鬲鬲磊F■函綦奚i面面丽关节镜检查(例)

以a／(a+c)求得麦氏试验、关节镜检查对半月板损伤和

膝关节内疾病的敏感度分别为83％、78％，d／(d+b)求得特异

度分别为7l％、96％，a／(8+c)求得阳性预测值分别为53％、

96％，d／(d+c)求得阴性预测值9l％、77％，根据公式和表4、5

数据计算得到麦氏试验检查半月板损伤和膝关节内病症的各

项指标后．讨论各指标的意义。

辨析：表4、5资料属于四格表资料，表内各格数字为实际

数字，称为实际频数，但这仅是这次抽样的观察结果。必然存

在抽样误差，也就是说原文直接用各个格子中的频数计算出

的敏感度、特异度等指标实际是样本率，而我们关心的是样本

率对应的总体率之间的差异是否有统计学意义，所以表4、5

资料应采用相应的统计学方法处理。具体来看，由于关节镜检

查结果是金标准，表4、5资料是具有金标准的配对四格表资

料。可用McNemarr检验考察两种检查结果不一致部分的差

异是否有统计学意义。然后进行讨论；还可对一致部分进行一

万方数据
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致性检验，结合专娩知识，对一致率的高低作出专业络论。

2．2忽视参数梭验前提条件的察例例6，《股骨头坏死危

险因素病例对照研究》一文【6J，某研究者为研究发生股骨头坏

死熬惫险因素，从{iii为该病豹预瞵提供依据，采用病倒对照研

究方法，戳l|蠡凑礁诊的|∞镶疑雷受舅l：死患者终隽癣铡缝，按

l：3比例配对选取与病例同性剐、同一年龄段和同一艟往地区

的非股骨头坏死者(排除严重的心、肝、肺、肾疾病)作为对照

组，对劳动时间和吸烟、饮酒史等因索进行调查研究。结果见

表6。

辫援：翳究畿装矮成组设诤宠豢资耨熬￡检验寒分糖痰

铡组与对照组程袭6指标取值的麓异是否存在统计学意义，

若经分析，组间揩标的差异不具有统计学意义。则认为组间具

有可比性，以便进行下一步研究。此资料确为成组设计定量资

料，但采用成缀设计定量资料的￡检验来分析是否合逑昵?仔

缨溪察表6孛豹数据，发褒除蒋耋撬数羚，痍镶缓每砖照缀在

其谴指标上的取德均出现标准羞夫乎均数的现象，鬻既除体

重指数外的其他资料很可能不符合正态分布，f检验只适用

于服从或近似服从正态分布资料，敞对所有指标一律采用成

组设计定量资料豹f检验来分析不受，从前5行的P缀皆大

子0。∞褥到缀瓣垮饔缝好、吴骞露毙性戆结论缺乏谈毅秀。

正确的做法是x孪缀闻资瓣先进行纛态性和方差齐瞧梭验，若

符合￡检验的前提条件，则可以用t检验分析资料，谮则应进

行适当的变量鼗换或采用Wilcoxon秩和检验等其他检验方

法处理。

骚究者希鏊巍耩考察戆多项攒椽寒分辑导致黢嚣头坏死

发生酶盏陵嚣索，多次采兵l擎蠢索分析每个因素，褥秘0R

值，忽略了因索之间可能存在的交麓作用，这种做法幂妥，宜

采用多重bgistic回归分析来处理本研究资料。

2．3误用f梭骏处理具有一个黉复测量的两因素设计定量

资瓣铡7，《经撩弓擞摧诲囊植嚣治疗胸疆稚爆裂嚣掰》盼j一

文。秀探讨经稚譬穰稚俸内整喾浚疗魏簇稚瀑裘嚣辑的临瘩

疗效．将患者分为治疗组(16倒)糊对照组(36例)，缀相关检

验两组间具有可比性。治疗组和对照组采用不同手术方法，术

前、术后和术盾1年影像学资料如液7。

应用SPsS 12．O统计软件对表7资料进行分析，均值阕

比较采用￡检验，结果：治疗组和对照组术前SI(伤椎的矢状

面指数)及ABC(伤椎椎体前缘压缩百分比)差异无统计学意

义，鼷在术后及术后l冬治疗组的SI翻ABC均明显好于对

照缮，蓑舅有统拜学意义。

辨析：原文是否可以耀f检验比较“缀阍”坶数的差异?f

检验仅能处理单因素飘因索水平数小于等于2的定量资料，

并且黉求资料符合正态性、方差齐性和独立性，这样看来，￡

检验并不适合所有的缌阕均数比较。就本铡来看，实验因素有

2令，一令是手术方法，努一个是曝阕，赉≯每令摇标在爵翘

嚣素点进行了重复测量，敬表7资料羼节舆有一个重复测爨

的两因素设计定量资料，应采用相应设计定量资料的方差分

析来处理。原文犯了误用f检验的错误，这类错误只要掌握好

f检验jc寸应的3种实验设计类型(单组设计、配对设计和单因

素嚣农乎设诗)嚣应鼷}检验静3令黎撬条绛(歪态性、方蔻

齐健翔独立性)，不难避篼。

2．4误用单因素设计您量资料的方差分析方法处理多因素

设计定量资料例8，《恒古骨伤愈合剂对激素性坏死股骨头

内VEGF基因表达的影响》[。】一文，为研究中药恒古骨伤愈含

裁对兔棼死黢曹头疼V嚣GF基霆表达约影瘸，霉箨成年掰疆黧

大蠢兔分为4维：矗缀(空白对照组)、B缀(征鬻兔服餍毽蠢

骨伤愈合剂)、C组(造横詹不喂恒古骨伤愈合剂)、D组(造模

后喂憾古骨伤愈合剂)，每组24只，进行棚应处理，于喂药蓬

第4、8、12周时每组各杀梦E 8只取股骨头稀免疫组化、原位杂

交芬掇取慧熟A季亍实时荧光定量PeR，动态理察兔股骨头
痰VEGF基鑫表达的变亿特点。实嚣重荧懋窥基PcR结采霓袭

S。

表8造模后服中药缀(D组)vEGFm脯A表达量(月=8)

使用SPsS lO．O统计软件，采用单因索方差分析进行缀

间数据的比较。结果，D组在服药后第4、8周时与C组比较，
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股骨头内VEGF mRNA表达量差别均无统计学意义(P>

0．05)，服药后第12周，差别有统计学意义(P主O．042<o．05)。

辨析：表8资料涉及“是否喂恒古骨伤愈合剂”和“时间”

两个因素，原文采用单因素设计定量资料的方差分析不合适，

即在固定一个因素于某个水平下观测另一个因素的作用，这

种做法割裂了实验设计的整体性。正确的做法是，如果专业上

认为这两个实验因素可能存在交互作用，则构成2×3析因设

计，可用析因设计定量资料的方差分析处理表8资料，既可考

察2个因素的单独效应，也可以考察两个因素的交互效应；如

果专业上认为这2个实验因素无交互作用或交互作用可以忽

略不计，一种情况是两个因素有主次之分。则构成嵌套设计，

另一种情况是2个因素间很难分清主次，仍属于两因素析因

设计，分析时不考察交互作用项即可。具体看表8资料，两个

因素间存在交互作用的可能性比较大，应采用考察交互作用

的两因素析因设计定量资料方差分析处理此定量资料为宜。

表8资料缺少A、B两组资料，可能由于免疫组化结果和

原位杂交结果中，两组在各时间点股骨头内VEGF的表达相

似，均为阳性，原文作者认为没必要给出实时荧光定量PCR

的结果。如果需要考察A、B两组施加处理后的效应，这时因

素就有3个：是否造模、是否喂恒古骨伤愈合剂、时间，如果需

要考察因素的单独效应和因素间的交互效应，则构成2×2×3

析因设计。

2．5误用单因素设计定量资料的方差分析处理5×4析因设

计定量资料例9，《骨髓基质干细胞一80℃保存的初步研

究》【9】一文，为探索适合于人骨髓基质干细胞一80℃冷冻保存

的条件和方法，体外分离培养人骨髓基质干细胞(MSCs)，以

含不同浓度二甲亚砜(DMS0)的冻存液和不同细胞浓度

一80℃深低温保存，3个月后复苏接种培养，观察细胞形态、存

活率和贴壁率等指标，表9是5×106／“的MSCs在不同DM·

S0浓度下的数据。

表9 冻存复苏后骨髓基质干细胞的存活率与贴壁率(n=6，

元虹．％)

采用SPsS 10．0软件包对检查结果行多个样本均数的方

差分析和两两比较的口检验，结果，15％DMSO或20％DMS0

组分别与5％或lO％DMSO组比较，有统计学差异(P之0．05)，

15％、20％DMS0组比较，无统计学差异(D0．05)。

DMSO浓度为15％时，冻存细胞浓度为(1×106)、(2．5×

106)、(5×106)、(7．5×106)、(10×106)／ml的MSCs复苏后存活率

分别为(64±5)％、(71±6)％、(86±5)％、(8l±3)％、(79±5)％，细

胞浓度为(5一lO)×106／ml组复苏后存活率明显优于(1—2．5)×

1∞／“组(P如．05)，(5—10)×106／“三组间差异无统计学意义

(D帕．05)。

辨析：原文MSCs的保存条件有2个，一个是DMSO浓

度，另一个是MSCs浓度，每个条件设置了不同水平进行实

验，以便找出MSCs低温保存的最佳条件，但原文在2个条件

独立的情况下分别实验，以单因素设计定量资料的方差分析

处理资料，割裂了实验设计整体性。DMS0浓度有4个水平，

MSCs浓度有5个水平，并且两个因素间可能存在交互作用，

这时就构成了析因设计，正确的实验设计及资料表达格式如

表10所示(以存活率这一指标为例)。

表lO 不同条件下骨髓基质干细胞的存活率

注：表中×代表每个条件组合下的具体数据

表lO资料属于5×4析因设计定量资料，这种实验设计

虽然实验条件比较多，但实验结果更具有科学性。原文只做了

5×106／Inl的MSCs和(5％一20％)DMS0的条件组合实验。和

15％DMS0和MSCs(1一10)×106／rnl的条件组合实验，相当于

只得到了表10数据取第3行和第3列的数据，尚缺少其他条

件组合下的实验数据。当然，如果实验条件较多，可考虑采用

正交设计，以减少实验次数。
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