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摘要    Luria-Delbrück 的推断被公认为遗传学上开创性的经典研究, 并被沿用于抗药性产生

机理的分析. 近年来, 适应性突变现象的发现, 引发了对此难题的再次争议. 系列微生物学观

察表明, 在不同浓度药物存在的条件下, 耐药/抗药性细胞的发生和增值都是依赖于时间的过

程函数, 它并不符合“既不依赖于存在量, 又独立于时间过程”的 Poisson 分布的限定条件. 同

时, 由于细菌细胞分裂后并不立即完全分离开, 而是呈一定的聚集状态存在, 因此, 在药物平

板上出现的菌落, 是由来源数目不等的耐/抗性菌细胞历经不同分裂次数增殖过程所形成, 以

其作为等值进行统计分析, 必然会失真. 本文对 Luria-Delbrück 波动试验中 13 组 310 个数据的

重新分析表明, 它们大都存在高端异常值, 这正是上述 2 类时间变量不同步变化所导致的结果, 

所以其均值不能作为期望值的无偏估计. 同时, 2 类抽样方式得到的均值/方差比值也不具备等

价可比性. 应用多种统计分析方法对 Luria-Delbrück 数据的分析表明, 它不呈 Poisson 分布, 而

是呈聚集分布. 综合上述分析, Luria-Delbrück 波动试验所呈现的相对于 Poisson 分布的差异, 

有更大可能性是实验设计本身的系统偏差, 而非一般所期望的用以区分细菌突变是否受环境

压力所诱导的主要依据. 这表明 Luria-Delbrück 由于对抗性突变体的发生和增殖规律认识不足

而错用了统计分析方法, 从而导致了统计推断的失真. 本文对此历史性误解的阐明, 将推动对

细菌抗药性发生机理研究的进展.  
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遗传学上把无外源性 DNA 损伤因子(如诱变剂)

存在时 , 以小概率发生的 DNA 碱基序列的置换

(substitution)、插入和缺失(insertion/deletion)等序列趋

异变化称为自发性突变(spontaneous mutation), 但是

对在选择条件/或损伤条件下发生序列趋异变化是否

为诱发性突变(induced mutation)以及自发性突变能

否发生如此多样化的抗性突变体, 历来有争议. 携带

突变基因的细胞称为突变体(mutant), 对突变类型的
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研究主要基于在一定条件下观察到的相应的突变体表

型(phenotype). 对细菌突变体的研究, 则源于在选择

条件/或非选择条下, 自琼脂平板上分离得的菌落, 但

通常难以从菌落表型上区分这两类突变, 而这正是判

别抗性突变是源于自发突变或诱发突变的关键所在.  

遗传学认为 DNA 序列的变化只是表型表达的必

要而不是充分条件. 而表观遗传学的研究则认为部分

表型的发生和表达, 并不取决于 DNA 序列的变化[1]. 

由表型的发生推断 DNA 序列的变化至为复杂, 涉及

在选择性条件下突变的发生机制(如细菌抗药性突变

株的发生和扩增与相应的抗菌药物使用之间的因果

关系), 历来存在争议. Luria 和 Delbrück[2]根据波动试

验(fluctuation test)的结果, 以方差(S2)与均值 ( )x 的比

值的比较为依据, 提出 E. coli 菌株抗 T1 噬菌体突变

株的发生, 与 T1 噬菌体的存在无关的推断, 接着被

Newcombe[3]以平板涂布实验(spread plate)所证实. 后

来, Lederberg 和 Lenderberg[4]以影印实验(replate plate)

直接检出了E. coli对链霉素的抗性突变体, 被认作证

实Luria和Delbrück推断的直接证据. 此后类似的实

验也表明细菌抗多种噬菌体(T1~T7)和抗青霉素、链

霉素、磺胺药等多种药物的抗性突变株的发生与噬

菌体和药物的存在无关, 它们存在时造成的致死性

选择压力只是杀死敏感的细菌细胞, 从而使已存在

的抗性细菌细胞得以扩增成突变菌落而被检出的条

件[2,5]. 

Cairns 等人[6]观察到 E. coli 乳糖利用缺陷的突

变株 F′40 lacZ的一系列独立液体培养物涂布在以乳

糖为唯一碳源的非致死性选择平板上时, 2~3 天后各

平板上出现的能利用乳糖的 lacZ+回复突变菌落数差

别很大, 不呈 Poisson 分布; 这与 Luria 和 Delbrück

在波动试验中得到的非 Poisson分布结果相似. 可是, 

在随后长期乳糖饥饿培养过程中, 在各平板上不断

出现的 lacZ＋回复突变菌落数的差别小, 呈 Poisson

分布; 这与 Luria 和 Delbrück 在波动试验中得到的非

Poisson 分布结果相反. Carins 等人[6]结合其他遗传学

证据, 认为乳糖的存在有利于乳糖缺陷株 lacZ发生

高频率的回复突变, 因此提出了“非致死的选择条件

下, 细菌具有选择发生利于生存突变的能力”. 此后, 

细菌在非致死的选择压力下长期培养时, 有利生存

的突变可以高频率发生, 其频率之高远远超出自发

突变的预期值的现象, 被广泛证实并被称之为适应

性突变, 从而引发了新拉马克主义和新达尔文主义

之争[7]. 是否符合 Poisson 分布, 被认为是区别选择

条件下的适应性突变与自发的随机突变的主要判据

的数学基础.  

Luria 和 Delbrück 观测到取自不同培养时间的  

E. coli B 菌株的培养液, 涂布于 LB 琼脂平板上后喷

入足量 T1 噬菌体, 经过培养后计数各平板上出现的

抗性菌落数. 由于在预培养过程中 E. coli B敏感细胞

数是依 0 2n
tN N  方式增殖(n为分裂次数), 呈现规律

性的指数性增长, 无波动现象. 因此, 抗性菌落数的

波动应与其无关. 而自发性突变可在接触噬菌体之

前的不同培养时间随机发生, 经细胞分裂增殖后, 产

生的子代突变细胞数则各有不同, 被称为累积效应

(jackpot). 这样, 来源于一系列独立预培养液, 经随

机抽样得到的培养物, 累积的突变细胞已经存在于

接种液中, 其在各个平板上出现的突变菌落数, 就应

存在极大波动. 这种波动现象被后来的研究者称为

“Luria-Delbrück”分布 . 此后 , 独立培养物中突变细

胞是否呈现“Luria-Delbrück”分布成为区分突变发生

是自发的随机突变还是诱发的适应性突变的判据 , 

并一直沿用至今[5].  

Luria-Delbrück 假设: 如果突变仅发生在细菌接

触了噬菌体之后经其诱导产生, 由于在 LB 琼脂平板

上培养时, 细菌细胞增殖规律相同, 噬菌体的侵染力

也基本相近, 因此, 由来源于同一培养液重复抽样得

到的培养物(图 1A), 其在各个平板上出现的突变菌

落数应该相近, 不会出现很大波动, 服从 Poisson 分 

 

 

图 1  Luria-Delbrück 波动试验的取样方式示意图 
从橘色试管中将预培养液移入黄色试管中, A 为 1 管, B 为 n 管; 此

时, 管中的细菌细胞数为≤1000 CFU/mL. 经培养后从黄色管中取

样涂布到LB 平板上然后涂布T1 噬菌体以检验抗性菌落数, 取样时

管中的细菌细胞数约为 1.2×109~4.0×109 CFU/mL. A 为从 1 个独立

培养管中抽取 n 次, 共涂布了 n 个平板; B 为从 n 个不同的独立培养 

管中各抽取 1 次, 同样涂布了 n 个平板 
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布, 即方差与均值的比值应近似等于 1.  

细菌的自发和诱发突变都是小概率事件, 难以

由表型上区分这 2 类突变体, 如果对不同培养条件下

细菌抗性突变型菌落数的波动现象进行统计分析, 将

有助于对此难题的分析. 因此 Luria-Delbrück 的波动

试验被誉为用统计分析方法解决生物学难题的范例. 

但是, 其波动试验中的液体独立培养物(小试管)中突

变细胞有两种来源: 一是来源于新发生的突变事件, 

二是来源于已存在于培养物中的突变细胞的分裂增

殖, 因此取样涂布平板时培养物中的突变细胞数是

受培养物中细菌细胞数和培养时间复合影响的过程

函数, 分别对其准确测定至为复杂, 其概率分析方法

也存在争论, 迄今还未能得到对“Luria-Delbrück”分

布的一致性认识: 尽管条件矩估计、最小2 估计、最

大似然估计法等方法都曾应用于此研究[8~21], 并已建

立 FALCOR网, 可进行 Luria-Delbrück波动试验的统

计分析[22]. 因为波动试验不仅是准确测定突变率的

必要条件, 而且它还直接涉及抗菌药物的应用与细

菌抗药性突变发生的关系[23,24], 对该问题的探求, 剖

析其来龙去脉, 仍然是生物学中需要解决的基本问

题之一, 对此问题的阐明也可为如何应用统计分析

方法解决生物学问题提供启示.  

本文依据近年来微生物学、分子生物学的相关进

展 [25~33], 结合本实验室系列研究 [34~43], 首先对提出

Luria-Delbrück 假设的微生物学依据给出分析, 同时

指出 Luria 和 Delbrück 对观察数据统计分析中的局限

性和失误, 进而重新对 Luria-Delbrück 观察数据进行

一系列统计分析并给出相应的推断. 对Newcombe平

板涂布实验也给出相应的微生物学分析和重新认识, 

由此提出了区分两类突变的策略. 

1  Luria-Delbrück 假设的局限性 

1.1  Luria-Delbrück 的实验设计 

Luria-Delbrück 设计了相当复杂的多因素条件实

验以检验其假设. 实验分为 A, B, C 和 D 4 组共 13 个

样本, 计 310 个抽样数据. 为了保证实验起始时独立

培养物中没有抗性突变细胞的存在, 所有实验的起

始细胞数均是≤50~500 CFU/培养物 (CFU, clony 

forming units, 菌落形成数), 培养终止时达 1~50×108 

CFU/mL. 然后从各培养物样本中, 抽取一定体积(如

0.05 或 0.08 mL 等)涂布于 LB 平板并喷洒足量 T1 噬

菌体, 37℃培养 24 或 36 h 后, 计数每平板上的抗性菌

落数 . 抽样重复次数 , 各样本不等 (表  1). Luria- 

Delbrück实验中的取样方式分 2类(图 1), 这导致了统

计学参数－样本数量 n 的生物学意义不同: A 组从同

1 个培养物(试管中的培养液)中重复取样, 共抽取了

n 次; B, C, D 组中分别从 n 个独立的培养物中各取样

1 次, 共 n 次.  

重复抽样和不重复抽样是有限总体抽样中常考 

表 1  Luria-Delbrück 波动试验的分组情况及实验数据汇总 a) 

A 组 

样本编号 A-1 A-2 A-3 

样本体积(mL) 10 10 10 

抽样体积(mL) 0.5 0.5 0.5 

抽样次数 10 10 10 

抽样方式 从同 1 个培养管中重复抽取 n 次(图 1A) 

每次抽样在平板上得到的抗性菌落数 xi 13 44 1 

13 46 2 

14 47 2 

14 48 2 

15 49 2 

15 51 4 

16 52 4 

20 56 4 

21 56 5 

26 65 7 
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续表 1 
B 组 

样本编号 B-1 B-2 B-3 B-4 B-5 
样本体积(mL) 10 10 10 10 10 
抽样体积(mL) 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 
抽样次数 9 8 10 10 5 
抽样方式 从 n 个不同的独立培养管中各抽取 1 次(图 1B) 
每次抽样在平板上得到的抗性菌落数 xi 3 7 10 5 13 

10 17 12 6 28 
10 17 23 6 35 
14 20 30 8 38 
17 29 40 10 107 
17 30 45 10  
18 31 51 13  
27 41 57 15  

125  173 24  
  183 165  

C 组 

样本编号 C-1 C-2 C-3 
样本体积(mL) 0.2 0.2 0.2 
抽样体积(mL) 0.08 0.08 0.05 
抽样次数 20 12 19 
抽样方式 从 n 个不同的独立培养管中各抽取 1 次(图 1B) 
每次抽样在平板上得到的抗性菌落数 xi 0 0 0 

0 0 0 
0 0 0 
0 0 0 
0 0 0 
0 1 0 
0 1 0 
0 3 0 
0 4 0 
0 7 0 
0 48 0 
1 303 0 
1  1 
3  1 
5  8 
5  11 
6  15 

35  17 
64  19 

107   
D 组 

样本编号 D-1 D-2 
样本体积(mL) 0.2 0.2 
抽样体积(mL) 0.05 0.2 
抽样次数 100 87 
抽样方式 从 n 个不同的独立培养管中各抽取 1 次(图 1B) 
每次抽样在平板上得到的抗性菌落 xi 

及次数 
0(57) 
1(20) 
2(5) 
3(2) 
4(3) 
5(1) 
6~10(7) 

11~20(2) 
21~50(2) 
51~100(0) 

101~200(0) 
201~500(0) 
501~1000(1) 

0(29) 
1(17) 
2(4) 
3(3) 
4(3) 
5(2) 
6~10(5) 

11~20(6) 
21~50(7) 
51~100(5) 

101~200(2) 
201~500(4) 
501~1000(0) 

a) 分组情况是作者根据 Luria 和 Delbrück 实验中样本大小、取样次数、取样方式不同而划分, 取样方式见图 1 
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虑的两种抽样规则, 重复抽样得到的样本独立同分布, 

是简单随机样本; 不重复抽样下的样本同分布但不独

立, 因而不是简单随机样本. 不同抽样方式下样本均

值的数学期望和方差公式应使用不同的计算方法.  

区域实验重复次数的数量应遵循误差自由度等

于或大于 10 的原则, 才能较正确地反映处理效应[44]. 

如果误差自由度小于 10, 常常造成处理间的本质差

异暴露不出来, 即 F 值达不到显著水平. 原因是误差

自由度偏小, 使误差方差相应增大; 而 F 值是处理方

差与误差方差的比值, 这样 F 值就相应地缩小, 使之

达不到 F 值的显著水准,从而处理间的本质差异被掩

盖. 而 Luria-Delbrück 实验的 A, B 组中都有观测值数

目(n)小于 10 的样本.  

1.2  假设 T1 对 E. coli B 为致死性因子, 从而排除
了诱发突变发生的可能性 

Luria-Delbrück 是基于噬菌体 T1 对 E. coli B 是

致死性因子的假设来做出对实验结果的判断. 在足

量 T1 作用下, 如接种菌群中无抗性细胞时则全部敏

感细胞都会被侵染、裂解而死亡; 如存在抗性细胞时

则能存活, 并能在平板培养过程中分裂扩增成为可

见的菌落. 因此, 依据此假设, 只要有抗性菌落出现, 

即可断定它必然已存在于接种液中. 依统计学观点, 

这属于确定性结果[45~51], 无论它属于何种概率分布

类型, 都与突变方式(自发或诱发)无关. 因此, 对不

同培养和抽样条件下形成的抗性菌落数的波动分析, 

只能用以区分导致波动现象的原因是否源自实验过

程本身的随机误差, 而不能成为排除“大肠杆菌在接

触噬菌体后可能产生诱发突变”的依据.  

微生物学、分子生物学的发展都表明: 除去高

温、极强物理损伤等瞬间致死效应之外, 在选择性损

伤条件下, 菌群的死亡动力学过程是由选择性因子

的剂量和处理时间的复合作用决定的. 选择性因子

对处于生长过程的菌群发生诱变作用的可能性是十

分复杂的但不能被排除, 选择性损伤条件存在时残

留下来的细胞其生理遗传特性与敏感菌的差别是十

分复杂的, 不能以“全或无”来概括[34~40]. 对细菌与噬

菌体/药物相互作用的系列研究都表明, 细菌受到噬

菌体(或药物)攻击的概率是噬菌体密度(或药物浓度)

和作用时间的复合函数. 噬菌体的增殖力受到吸附

率、溶源化率和潜伏期的影响, 也受到非生命因素如

温度或细菌分布空间格局的影响[28]. 由此可见, 接种 

菌群在与 T1 混合后在 LB 平板上的培养过程中, 菌

群被诱变的可能性不能被排除. 因为, 已存在于接种

菌群中的抗性细胞, 涂布之后得以即时生长, 但因其

被固定在 LB 平板表层, 其菌落数不随培养时间而增

加, 涂布后培养 12~18 h 后成为可见的大菌落. 而在

培养过程中, 在接触选择压力之后产生的抗性细胞

形成的菌落, 发生时间远滞后于已存在于接种菌群

中的抗性细胞(滞后时间约18~24 h), 即涂布30 h后方

可形成可见的小菌落, 随着培养时间延长这些菌落也

会不断增大. 虽然 Luria 和 Delbrück[2]以及 Newcombe[3]

也都观察到呈现在琼脂平板上的抗性菌落有大小不

同, 半透明的小抗性菌落出现于培养后期, 但未追究

其发生的机理. 本课题组在抗菌药物与细菌抗药性

突变发生和扩增的关系研究中, 观察到抗性菌落大

小不同, 小抗性菌落出现于培养后期的现象普遍存

在[34~43]. 通常认为 1 个细菌细胞经 23~24 次分裂扩

增成约 1×107个细胞时, 在 37℃约需 8~12 h, 始可发

生 1 次自发性突变, 又经 8~12 h, 始可成为可见的菌

落 [25,26]. 而已存在于接种液中的突变细胞则早已扩

增成为大菌落. 所以培养后期大量小菌落的出现应

为不能排除存在诱变效应的 1 个例证. 由此可知, 预

培养过程中随机发生的自发突变细胞的增殖和累积

效应, 确实能导致 Luria-Delbrück 观察到的抗性菌落

数的波动, 但是不能成为认为菌群与 T1 接触后也只

能出现自发突变的判据.  

依据上述分析就能对在含有抗菌药物的平板上

出现的菌落进行符合突变发生机理的统计分析. 剖

析 Luria-Delbrück 波动试验进行统计分析出现的问题, 

可为如何应用统计分析方法解决生物学问题提供启

示, 因为统计分析仍然是得到生物学实验结果规律

的重要依据.  

1.3  Luria-Delbrück 统计分析中的局限性 

均值和方差是描述样本总体统计特征的重要参

数, 均值表征观察值的集中程度, 方差表征观察值的

离散程度. 对正态分布数据, 均值( ,ix
x

n
   其中, 

xi 为观察值, n 为观察次数)表征了观察值的中心点, 

方差(Variance, S2), 2 2( ) / ( 1),iS x x n    则反映

了样本中各观察值与平均值的差异程度, 是应用最

广泛的描述离散程度的指标. 2 拟合优度检验主要应
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用于检验某样本是否符合一个假设的分布. 方差均

值比(2/)或称为分散指数(偏离指数), 用于检验小

样本资料( 30n x  )是否符合 Poisson 分布, 是基于

Pearson 提出的卡方(2)统计量作为离散型随机变量

非参数检验的一种方法. Poisson 分布的一个特征是: 
2S x [45~51]. 通常假定2=2/≤1.0 服从 Poisson 分

布, 而2/>1.0 则不服从 Poisson 分布. 而 Luria- 

Delbrück 应用的方差均值比 2S / x 是基于大样本资料

得到的统计量, 又把它当作分散指数法中2/的无

偏估计, 并根据其比值是否等于 1 而用于 Poisson 符

合度的判断, 其检验结果只能说明波动试验中抗性

细胞的分布不呈 Poisson 分布, 其最大可能性是实验

设计本身的系统误差, 而不能将此作为判定选择压

力下的突变是诱发还是自发突变的重要根据.  

此外, Luria-Delbrück 在进行条件分析时, 以观

测值的量值 Yi 而不是量值的频数 yi 来进行计算. 2 计

算是以 Yi 落在某个区间的频数 yi 进行计算的[45~51]: 
2 2( ) / ,i i iy np np    其中, pi 是 yi 的期望值, 表示

某 一 性 状 出 现 的 理 论 频 数 , 如 以 Yi 时 , 
2 2ˆ ˆ( ) / ,i i iY Y Y    îY 为 Yi 的期望值, 表示某一次

实验结果取得某一性状量值的理论值. 所以两者统

计学和生物学上的内涵都不相同, Yi 方法不能用于区

分概率分布类型[50].  

离散型随机变量方差的计算有多种方法, 比较

复杂 , 本文以二项式的分散指数代替理论频数的

Pearson 计算方法 [46], 由公式 2 2 2( 1)n S     

2 2( ) 1 ( ) 1i i

x xx
x x n x x x

n n n
          
   

  导 出

2 (1 )x x n    . 若为 Poisson 分布, 则 2  . 对

于小样本资料( 30n x  )可望给出离散型随机变量方

差的近于无偏的估计.  

2  对 Luria-Delbrück 观察数据的重新统计
分析  

2.1  异常值的检验 

异常值是单变量数据中的一个极值, 其明显偏

离样本的其他数据项, 它的存在会严重扭曲统计值

的结果[52,53]. Luria-Delbrück 已预测并实际观察到了

波动试验中存在着偏离样本的异常值的现象, 但在

统计分析时对含有异常值的实验数据未作适当处理, 

必然造成其统计结果存在失误.  

在未知总体方差 2 的情况下, 判断异常数据存

在多种方法, 但计算都比较复杂, 而且多数不适用于

样本容量小于 10 ( 10)n  的情况. 本文沿用Grubbs准

则进行异常值的判别[52].  

依 Grubbs 准则, 上侧 Grubbs 数: ,n
n

x x
g

S


  下

侧 Grubbs 数: 1
1

x x
g

S


 . 若 ( , 0.01)ng G n   时为

高端异常值 , 1 ( , 0.01)g G n   为低端异常值 [51,52]. 

据此, 对 Luria-Delbrück 波动试验中 4 组数据 13 个样

本, 在 LB 平板上出现抗 T1 噬菌体菌落数(共含 310

个观察值)进行了异常值存在的检测, 结果表明多数

样本都存在高端异常值(表 2). 高端异常值的存在会

显著影响 x 和 S2 的结果. 应为 Luria-Delbrück 数据会

出现统计分析不确定性的原因之一. 但这一判断方

法是有局限性的, 因此又应用了茎叶图方法再次进

行异常值的分析.  

2.2  样本同质性的检验——方差分析 

A, B, C 和 D 4 组共 13 个样本, 各样本间 x , SD

和 2S 的结果却有不同(表 2). 方差分析结果表明(one- 

way analysis of variance) 4 组各样本间都表现为 

表 2  异常值的检验(Grubbs 法) 

A 组 

样本 A-1 A-2 A-3 

平均值 x  16.7 51.4 3.3 

样本方差 S2 18.23 38.71 3.34 

标准差 SD 4.27 6.22 1.83 

高端异常值 
最大检测值 [ ( , 0.05)]G n   a) 

低端异常值 

无 
26[26.99] 

无 

无 
66[66.39] 

无 

无 
7[7.71] 
无 
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续表 2 
B 组 

样本 B-1 B-2 B-3 B-4 B-5 

平均值 x  26.78 24 62.4 26.2 44.2 

样本方差 S2 1400.94 114.57 3958.71 2410.18 1325.7 

标准差 SD 37.43 10.70 62.92 49.09 36.41 

高端异常值 
最大检测值 [ ( , 0.01)]G n    

低端异常值 

有 
125[113.62] 

无 

无 
41[47.75] 

无 

无 
183[214.04] 

无 

有 
165[144.51] 

无 

有 
107[98.45] 

无 

C 组 

样本 C-1 C-2 C-3 

平均值 x  11.35 30.58 3.79 

样本方差 S2 752.13 7542.27 43.84 

标准差 SD 27.43 86.85 6.62 

高端异常值 
最大检测值 [ ( , 0.01)]G n    

低端异常值 

有 
107[93.64] 

无 

有 
303[228.39] 

无 

无 
19[23.45]b) 

无 

D 组 

样本 D-1 D-2 

每平板上的平均抗性菌落数 x   10.1 28.6 

样本方差 S2 6256 6432 

标准差 SD 79.1 80.2 

高端异常值 
最大检测值 
[ ( , 0.01)]G n    

低端异常值 

有 
500~1000(1) 

250 
无 

有 
201~500(4) 

300 
无 

a) 临界最大值 ( , 0.01)G n   是根据临界值 g 计算得到, G(n, =0.05)或 G(n, =0.01)可查表得到. ;i
n

X x
g

Sd


  b) C3 实验组为

( , 0.05)G n    

 

显著性差别(表 3). 去除高端异常值后方差分析仍

表现为显著性差别. 为何由同一总体中抽样得到的

观察值会表现为方差显著性差别？是抽样随机失

误或系统误差？由于观察值都为 1 次抽样的结果, 

不能应用剩余值法或技术 QQ 图来检测系统误差是

否存在.  

表 3  样本同质性的检验——方差分析(Bartlett’s test)a)[54] 

样本 Bartlett’s 统计量 P 值 
方差是否存在显著性差

异(P<0.05) 

A-1 9.016 0.0110 是 

B-1 26.58 <0.0001 是 

C-1 65.50 <0.0001 是 

D-1 16.88 0.0007 是 

a) 以 A1, B1, C1 和 D1 样本为例, 其余样本类似(略) 

2.3  对观测数据进行概率分布类型的检验 

(1) 应用茎叶图分析技术对 A, B, C 和 D 4 组 13

个样本的观测数据概率分布类型的形象进行初步描

绘[44].  对于数据分布, 常用直方图进行描述. 将数

据取值的范围分成若干等间隔的区间这种直方图可

以估计总体的概率密度．组距对直方图的形态有很大

影响, 组距太小, 每组的频数较少, 由于随机性的影

响, 邻近区间上的频数可能很大; 组距太大, 直方图

所反映概率密度的形态就不灵敏. 而在自由度小于 10

的条件下难以达到一个合适的分组. 茎叶图是一种分

析未分组原始数据的统计图, 像是侧卧着的直方图. 

如频率数峰值居中, 其他对称分布于两侧, 则表明为

正态分布. 它既能给出数据的分布状况, 又保留着原

始数据的个体信息, 是有效的探索性数据分析工具. 

由表 4可见, 除B组 4 样本外(自由度小于 10, 呈离散 
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表 4  应用茎叶图的数据分析技术的结果 

样本 A-1 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

1 3, 3, 4, 4, 5, 5, 5 7 

2 0, 1, 6 3 

样本 A-2 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

4 4, 6,7, 8, 9 5 

5 1, 2, 6 4 

6 1 1 

样本 A-3 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

1 1 1 

2 4, 2, 2 ,2 ,2 4 

4 4, 4, 4 3 

5 1 1 

7 1 1 

样本 B-1 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

0 3 1 

1 0, 0, 4, 7, 7, 8 6 

2 7 1 

12 5 1 

样本 B-2 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

0 7 1 

1 7, 7 2 

2 0, 9 2 

3 0, 1 2 

4 1 1 

18 3 1 

样本 B-3 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

1 0, 2 2 

2 3 1 

3 0 1 

4 0, 5 2 

5 1, 7 2 

17 3 1 

样本 B-4 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

0 5, 6, 6, 8 4 

1 0, 0, 3, 5 4 

2 4 1 

16 5 1 

样本 B-5 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

1 3 1 

2 8 1 

3 5, 8 2 

10 7 1 

样本 C-1 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

0 0(10), 1, 1, 2, 5, 6 15 

3 5 1 

6 4 1 

10 7 1 

样本 C-2 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

0 0(5), 1, 1, 3, 4, 7 10 

4 8 1 

30 3 1 

样本 C-3 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

0 0(12), 1, 1, 8 15 

1 1,5, 7, 9 4 

样本 D-1 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

0 
0(57), 1(20), 2(5), 3(3), 4(3, 

5, 6~10(7) 
96 

2 21~50(2), 2 

10 1~20(1) 2 

50 50~100(1) 1 

样本 D-2 

茎(十位数) 茎(个位数) 频数 

0 
0(29), 1(17), 2(4), 3(3), 4(3), 

5(2), 6~10(5) 
63 

1 11~20(6) 6 

2 21~50(4), 4 

5 51~100(5) 5 

10 101~200(2) 2 

20 201~500(4) 4 
 
 

分布), A, B, C 和 D 组 9 个样本, 频率数峰值都集聚

于茎叶图的高端(直方图左端), 显著不属于正态分布

总体. 而且都有高端异常值的存在.  

(2) Luria-Delbrück 实验数据不是来自 Poisson 样

本的检验.  对来自一个总体中的系列数据进行离散

型变量概率分布类型的检验已有多种方法[44~50], 但

是对来自不同总体中的数据进行检验则至为复杂 , 

如 Luria-Delbrück 的 5 组数据, 因受限于抽样数少(如

A, B, C 组); 或存在多个“0”值(如 D-1, D-2 组); 或存

在高端异常值等. 抽样随机误差等众多不确定性因

素的影响, 进行适合性检验时, 只能经验性地给出组

距划分, 各组结果不符合具备同等可能性始可进行

比较的条件, 以2 为判据进行离散型概率分布类型

判别时至为复杂.  

2 的计算方法很多, 根据分布类型由 2 值而定, 

但计算过程都比较复杂, 2 2( ) /i i iO T T   [47]. Oi
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观察频数, Ti 理论频数, ,i i iT P O   其中, Pi 为理

论分布概率的期望值. 如 Poisson 分布的检验, 其理

论概率的期望值 ( )( )kP 的计算公式为: ( ) .
!

k

k

e
P

k

 
  

通常情况下, 2 随数据分组的组距减少而增加; 当抽

样数<30 时, 为达到期望频数≮5 的要求, 往往需要

合并相邻的组, 从而减少分组数; 2 值的判断因分组

数的自由度不同而异, 准确判断比较困难.  

Luria-Delbrück 的 4 组数据显示上述多种不确定

性影响因素都存在, 必然会产生高的错误率. 试用上

述方法对 A, B, C 和 D 组数据进行概率类型检验时, 

2 值的差别很大, 改变组距又呈现不同甚至相反的

结果. 作为系统误差又不能任意删除异常值, 为解决

此难题本研究试用相对概率分布直方图的方法, 得

到频率分布图, 以对数据的分布趋势进行直观的了解, 

然后根据由 ln( )ip x！对 X!作图, 由 3 点分布为直线、向

上弯曲、向下弯曲判定其为 Poisson 分布、负二项分

布(聚集分布)、或二项分布[54,55]. 它的依据为: 由概

率 论 知 识 知 , 若 随 机 变 量 ~ ( ),P   则

( ) ,
!

Xe
P X

X




   0,1,2, .X    >0. 若假设数据

来自参数为的 Poisson 总体, 则在 n 次实验中取值

为 X 的理论频数为: .
!

X

i

e
np n

X



   即: ln( )inp   

ln ln ln ! .n x x     亦 得 : ln( !) ln .ip x x     

所以点 ( , ln( !)iX p x 在斜率为 ln, 截距为的直线上. 

由于实测频数围绕理论频数波动, 故散点 ( , ln( !)iX p x

中的点应该散布在理论直线上及其附近. 这样, 我们

就可以得到一张用来判断数据是否来自 Poisson 分布

的图形——Poisson 图. 当 Poisson 图明显呈一直线时, 

表明数据来自 Poisson 总体, 可用
1

i
i

X n x
n

  估计. 

否则可对一些远离理论直线的孤立点进行剔除, 再

拟合一条直线, 并用其斜率 b 估计, 即由 ˆln b  得

ˆ .be   若 Poisson 图明显地呈弯曲形状, 表明数据

不是来自 Poisson 总体.  

应用这 2 种方法对文献[45~50]中一些典型数据

进行拟合时都得到了一致的结果(略), 图 2 和 3 为对

Luria-Delbrück 实验中 A, B, C, D-1 和 D-2 共 5 组数

据进行拟合的结果. 由图 2 相对频数直方图可见, 2

值都集中于左测, 整体分布呈左倾斜, 是典型的2 概

率分布类型.  

由 ln( ! )ix p 对 xi作图(图 3), 其散点连成线都呈向

上偏曲, 2 / x 都>1.0, 可拟合二次指数函数, 符合负

二项(聚集)分布概型, 而不是线性函数(Poisson)分布.  

负二项分布与 Poisson 分布的区别是: 总体中个

体呈现概率是不相同的, 即变化规律服从负二项展

开式; 指数 k为表征聚集程度的参数, k愈小聚集程度

愈大, 从而使方差偏大; 而 Poisson 分布中方差与均

值相等.  

(3) Luria-Delbrück 实验数据符合聚集分布的检

验.  聚集分布是一种负二项分布, 是生态学中常用

的分布类型. 聚集度是重要的空间分析指标, 在描述

生物种群随机分布的概率模型中, 已提出了多个聚

集度指标[53~55]. 以下选择 2 种模型: 

Lloyd 的平均拥挤度模型: 
2

.
1

m S
m

m

 


 其中, 

m′为平均拥挤度指数, m 为均值, S2 为方差. 聚集度指

标 1.0,
m

m


  则为聚集分布.  

矩法测定聚集度 k: 2 2/ ( ),k x S x   1 /x   

,ix f i  2 2( ) / ( 1).iS f i i x N     其中, i 为观测

值的量值, fi 为 i 的频数, N 为总频数.  

检验结果表明(表 5, 表 6), A, B, C, D-1, D-2 共 5

组都呈聚集分布, 彼此的差别只是聚集度 k 值的不

同. 由此看来, Luria-Delbrück 以是否符合 Poisson 分

布为判据对 5 组数据进行概型的区分存在偏颇.  

3  出现聚集分布原因的探讨 

微生物学和遗传学的实验表明, 细菌的自发和

诱发突变都是小概率事件. 通常一个敏感细胞分裂

至约 1×107 细胞时, 才可能发生一次自发性随机突变

的机会. 在培养液内, 产生的突变细胞存在于上百万

个敏感细胞群的空间之中. Luria-Delbrück 的实验数

据表明[2], 平均突变率为 2.45×108 细胞1 分裂1, 即

当培养物中敏感菌细胞达 1×108~5×109/mL 时, 始可

检出自发突变的细胞形成的菌落, 意味着每 1 个突变

细胞的周围都存在数以亿计的敏感细胞群, 敏感细

胞在空间上密集排列, 必然产生位阻效应、竞争效应

等空间作用, 使突变细胞难以成为离散状态随机自 
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图 2  频率分布直方图 

由扩散, 必然趋向聚集分布. 由此, 可能加剧了抽样

均匀化程度对平板上抗性菌落数的波动程度. 实验

中抽取 0.5 或 0.02 mL 含有突变细胞的培养液涂布于

LB 琼脂平板表面时, 因菌液中的细胞都被固定在琼

脂表面, 最终出现的 1 个抗性菌落可由最初离散的单

个抗性细胞或聚集在一起的多个抗性细胞(细胞簇)

形成. 因此, 平板上可观察到的突变菌落数还取决于

涂布方法对抽样样品的均匀化程度. 这一操作细节

对以聚集分布程度不同的存在于敏感细胞中的抗性

细胞则可能会产生显著影响.  

Newcombe 的重涂布实验则清楚地表明(表 7): 抗

噬菌体突变菌落会随着对抗性菌落的重新涂布而显

著增加[3]. 实验用特制的接种器把菌液多点接种(定

点接种)在 LB 琼脂平板表面, 培养 3, 4, 5 和 6 h 之后

把接种点给以均匀涂布使其扩散, 再加入噬菌体, 继

续培养至 24 h 后, 观察抗性菌落形成数. 表 7 可见, 

不经重涂布的接种点中抗性菌落数呈指数性扩增方

式, 由 4 至 6 小时增大了 30 倍(40/1.3). 经重涂布的

接种点则呈 Bottzman-Sagmoid 扩增方式, 由 4~6 h 增

大了 1624 倍(2160/1.33). Newcombe 认为这一结果证

实了 Luria-Delbrück 抗 T1噬菌体突变株的发生与 T1

噬菌体的存在无关的推断. 但 Newcombe 对经或不

经重涂布的接种点抗性菌落数的扩增结果为何有这

样大的差别未作解释. 此后, 引用这一结果的研究者

也都忽略了这一现象. 本研究分析, 这恰好证实了

T1 噬菌体具诱发抗噬菌体突变株发生的作用, 是突

变表型滞后表达的特征. 这是因为存在于接种点中

的大量的敏感细胞, 因受噬菌体诱导可产生更多的, 

远大于自发突变细胞的抗性细胞, 并随培养时间而

扩增; 但是也都被固定在 LB 琼脂平板表面, 限定(聚

集)在定点接种时形成的菌落中. 重涂布使聚集在整

个平板表面菌落中的大量的抗性细胞分散开, 出现

了重涂布时可增加 1624 倍的结果. 如果, 重涂布效

应形成的抗性菌落仅来自接种点中的抗性细胞, 只

能表现为指数性增加 40 倍, 并不可能出现重涂布时

增加了 1624 倍的结果.  

Luria-Delbrück 期望由 A, B, C 和 D 组应用差别

10~100 倍的预培养接种量, 以造成抗性菌落数方差 
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图 3  ln(x!pi) vs Xi图, 用以区分离散型变量的概率分布类型 

表 5  矩法测定聚集指数 k 

实验组 A B C D1 D2 
x  2.5 1.7 2.6 9.9 7.5 

S2 37.4 27.0 47.0 30.6 69.6 
2 /S x  14.9 15.6 7.7 3.1 9.3 

k 0.18 0.11 0.16 0.36 0.91 

 
均值比 2 /S x 的悬殊差别; 进而以此为据, 证实抗 T1

噬菌体突变株的发生与T1噬菌体的存在无关的推断. 

对此, 以上已经给出了详尽的分析. 现由细菌菌群生

长的动力学过程, 分析差别 10~100 倍的接种量, 对自

发突变株的发生的影响. 图 4 是菌株 E. coli CVCC249

以 1×105, 1×104, 2×102 CFU/mL, 接种于含 5 L LB 液 

表 6  聚集分布检验(Lloyd 平均拥挤度模型) 

 m S2 m′ m′/m 及其均值 

A1 16.5 5.9 16.9 1.02 

1.04 A2 50.6 15.0 50.9 1.01 

A3 3.37 0.71 3.67 1.1 

B1 26.8 24.5 36.9 1.35 

1.22 

B2 22.5 107 27.5 1.22 

B3 52.1 580 63.1 1.21 

B4 26.2 200 34.1 1.30 

B5 44.2 468 45.1 1.02 

C1 11.1 618 72.1 6.5 

5.65 C2 31 4529 181.6 5.86 

C3 4.3 51 19.7 4.59 

D1 9.7 813 102.8 10.6 

D2 28.6 810 60.1 2.1 
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体培养基的 7 L 发酵罐中, 37℃条件下培养的生长的动

力学曲线(12 h前每间隔1 h, 12 h后每间隔2 h取样). 样

品测试至少为 3 次重复, 变异系数 CV (coefficient of 

variation)小于 5%[35]. 动力学曲线近似为分批培养下的

Sigmoid 双曲线形迹. 应用 Boltzman-Sigmoid equation, 

可适合, R2＝0.98. 1×105 个细胞/mL 的接种量, 菌群在

3.5 h 即可达 1×107 即具备发生自发突变的可能性. 而

1×104, 2×102个细胞/mL的接种量则需延迟至15和24 h, 

始可具备发生自发突变的可能性. 在 24/32 h 取样时, 

1×105 CFU/mL组的培养液中突变细胞数高于另外 2组. 

不同取样量进一步扩大了差别. Luria-Delbrück 也观察

到, 大的突变菌落 12 h 即可出现, 而小的菌落则在

24~28 h后始可被观察到[2]. 结合图 4的结果, 本文认为

它表明大菌落应来源于预培养过程中的自发突变, 而

迟发的小菌落应为在倾注到平板上在噬菌体存在下形

成的, 所以不能排除发生诱发的可能性.  

表 7  Newcombe 重涂布实验结果分析 

平板上的抗性菌落数(xi) 

重涂布前的培养时间(h) 3 4 5 6 

起始时细胞数(个) 
终止时细胞数(个) 
细菌增殖倍数 

5.1×104 

1.7×106 

33 

5.1×104 

2.3×107 

480 

5.1×104 

2.6×108 

5100 

5.1×104 

2.8×109 

54900 

平板号 Unsp Sp Unsp Sp Unsp Sp Unsp Sp 

1 0 0 0 0 5 194 46 2254 

2 0 0 3 0 3 14 25 1434 

3 0 1 0 6 4 16 45 3294 

4 0 0 2 0 8 13 49 3719 

5 0 0 1 0 2 4 26 1538 

6 0 1 2 2 6 112 49 399 

xi 0 2 8 8 28 353 240 12638 

x  0 0.33 1.33 1.33 4.67 58.83 40 2106.3 

SD 0 0.52 1.21 2.42 2.16 77.52 11.35 1242.83 

S2 0 0.27 1.47 5.87 4.67 6009.8 128.8 1544615 

2 /S x   0.8 1.1 4.4 1 102.15 3.22 733.32 

Unsp: 未重新涂布; Sp:重新涂布 

 

 

图 4  大肠杆菌生长动力学曲线(37℃) 
Boltzmann-sigmoid 方程拟合, R2=0.98 
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4  讨论 

4.1  Luria-Delbrück 波动试验中液体培养物中的
突变细胞数不呈 Poisson 分布 

Luria-Delbrück 波动试验中液体培养物中的抗性

突变细胞, 有 2 种来源: 其一是新发生的突变事件所

产生的突变细胞; 其二是前期发生的突变事件所产

生的突变细胞经过分裂后产生的突变细胞后代. 若

突变细胞只来源于第一种原因(即突变事件的发生), 

则突变细胞的数量能够代表突变事件发生的多寡 , 

突变细胞数应该服从 Poisson 分布. 这是众多生物数

学专家的共识[45,46,56~60]. Cairns 等人[6]1988 年发表的

适应性突变的经典实验(以乳糖为唯一碳源的固体平

板上 lacZ→lacZ+), 因为固体平板上 1 次突变事件只

导致 1 个突变菌落的出现, 因此, Cairns 实验中回复

突变菌落来自突变事件, 是 Poisson 变量, 检验结果

也符合 Poisson 分布, 与 Luria-Delbrück 分布完全不同. 

事实上, 液体培养物中突变细胞产生的第二种原因

也同时存在, 导致 Luria-Delbrück 波动试验中的液体

培养物中突变细胞数, 既对前期已经发生的突变具

依赖性, 还具有时间依赖性: 表现在前期突变发生的

时间与涂布时间之间的时间间隔越长, 已经存在的

突变细胞通过细胞分裂产生的子代突变细胞的数量

就越多. 统计学上定义“Poisson 事件为偶然事件, 与

已存在量和时间过程无关”[46]. Poisson 分布是用于描

述离散型随机事件(变量)概率分布的一种统计规律, 

“这一随机事件在特定时刻的发生与否既独立于时间, 

也独立于已经发生的次数”[61]. 因此, 液体培养物中

突变细胞数目不符合 Poisson 分布. 更不能利用两种

不同模式(图 1)得到的突变细胞数的分布是否符合

Poisson 分布, 作为区分突变是自发产生还是诱发产

生的判据 . 这应验了统计学家陈希孺在“机会的数

学”一书中的观点“统计规律未必蕴含因果关系, 寻

找因果关系应是各专门学科的任务”[62]. 

4.2  Luria-Delbrück 波动试验中所检测的突变菌
落, 不能排除接触致死性选择因子(噬菌体 T1)后发
生诱发突变的可能性  

在非选择条件下, 自发性突变只能以小概率发

生. 限定为发生某一抗性突变的概率应为更稀少事

件. 波动试验中涂布前的预培养使自发突变细胞有

了不同程度的扩增, 接种于含有过量选择性因子(如

T1 噬菌体)的条件下, 敏感细胞生长受抑制或被致死

是一个时间过程, 而且菌群对选择性因子的敏感程

度并非均匀一致. 因此, 发生诱发突变的可能性应是

存在的. 所以, 最终在培养平板上出现的抗性菌落, 

应为涂布前预培养过程中产生的自发突变和接触选

择压力后发生的诱发突变的共同结果. 突变细胞聚

集分布和“大/小”菌落的存在都是这一机制的反映. 

诚然, 接触噬菌体 T1 后发生诱发突变的可能性的存

在, 与 Luria-Delbrück 提出的“在接触之前可以发生

自发突变”的观点并无矛盾.  

4.3  对 Luria-Delbrück 的波动试验与数理统计分
析的认识 

Luria-Delbrück 也观察到大 /小菌落在不同培养

时期出现这一现象, 并且指出 2 类大小不同的突变菌

落的其他性质极为接近. 刘玉庆等人 [36,41]报道了大

肠杆菌在抗生素恩诺沙星存在的平板上出现的大小

不同的抗性菌落, 其基因型变化没有显著性差异. Jin

等人[64]报道了大肠杆菌的 leuB缺陷突变株, 在亮氨

酸饥饿的选择培养条件下和非选择培养条件下, 其

leuB+回复子的基因型都存在 3种类型, 且 3种类型的

比例接近. 因此, 仅仅依据突变菌落的概率分布不能

成为判定突变发生机制的唯一依据——是来源于自

发突变或诱发突变, 它还取决于微生物学的检验技

术的准确度.  

抽样误差和涂布均匀度对数据准确度的影响被

忽视, 导致计算细菌突变率时得到不同的结果. 如

Luria-Delbrück 的 A 组采用对样品重复抽样方法, 总

抽样量接近样本体积的 1/2, 这样计数的突变细胞的

数量(不计聚集分布影响的话), 则为 10 次抽样的均

值, 其结果应近于真值. 但B, C和D组的抽样方法是

随机抽取样本体积的 1/10~1/20, 计数的突变细胞是 1

次, 误差必然有随机性, 所以 C, D-1 和 D-2 组都出现

大量“零”值, 又出现高端异常值. 由于忽略抽样误差

和聚集分布 2 类因素的影响, 使观察值具不同程度的

不确定性, 各组数据间难以在“随机, 均匀”条件下进

行统计分析. 同时, 由于突变细胞在培养液的抽样中

趋向聚集分布, 因此涂布均匀度会显著影响选择平

板上的抗性菌落数, 对此, 未应用标准化的操作方法

以减少其影响, 这也是以平板上菌落数为据计算突

变率时遇到的问题.  
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导致 Luria-Delbrück 波动试验数据中存在高端异

常值出现的原因, 可能在于: 细菌细胞在分裂和增值

过程中的聚集, 前一突变持续产生突变子代细胞导致

对前一突变的依赖性和时间依赖性. 统计学中已经证

明, 对于 Poisson 分布, 算术平均值可以作为期望值的

无偏估计; 利用其与方差的比值可以作为是否服从

Poisson分布的判据. 前面已经指出, 在Luria-Delbrück

的波动试验中, 其统计量(液体培养物中的突变细胞

数)并不服从 Poisson 分布, 且存在高端异常值, 简单

地以算术平均值作为期望值必然会出现极大偏差.  

检验结果显示 Luria-Delbrück波动试验中的突变

细胞呈聚集分布, 这与刘实[25]观察到大肠杆菌分裂

后细胞的不分离现象相吻合, 分裂后细胞的不分离

可能是聚集分布的成因之一. 此外, 采用重复抽样和

不重复抽样二类方法, 使各实验组间均值方差的比

值也不具等价可比性.  

4.4  关于细菌耐药/抗药性 

一种药物对细胞的作用, 可能为非选择性的致

死性杀伤, 也可能为对一基因特异性靶点的致突变作

用, 也可能对多个靶点具致突变作用. 不同作用条件

下, 也会导致细菌细胞的生理状态改变, DNA 复制能

力、复制过程中的保真性以及 DNA 损伤修复功能发

生改变(如 SOS 反应等), 从而提高了细菌的自发突变

率, 进而各种突变都可能以较高的频率发生[56~60,63]. 

但是, 不能以此为根据, 反推出“细菌在接触选择条

件前可以发生自发突变”的结论.  

5  结论 

60 多年来对 Luria-Delbrück 推断的众多的争议

中, 从生物学角度缺少对细菌抗性突变株的发生和

扩增与相应的选择性损伤条件的因果关系进行分析, 

而是集中于不同的概率分析方法对突变率的估算 . 

由微生物学生长动力学过程来看, 在未能瞬时测定

菌群生长和突变发生时, 对突变率的准确估算难以

解决[9,25~29,34~39], 实际上众多研究者得到的只是基于

总体菌落数推断的突变频率, 而不是特异性的突变

发生的真值. 关于适应性突变的争论也近 20 年, 由

于涉及 SOS 应答等至为复杂的调控机理, 至今仍无

定论[58,63]. 突变发生在个体水平上, 但其表达是在增

殖过程中, 这是一个随时间变化的动力学过程, 是过

程函数. 而菌落在平板上的出现是一终点值, 为状态

函数. 抗性突变株发挥作用也是基于其大量增殖形

成的群体; 这表明对其增殖动力学瞬变过程的研究, 

应为解决这一难题的关键点.  
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