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【摘要】 观察性研究中往往存在未知或未测量的混杂因素，是流行病学因果关联研究中的重大

挑战。本文介绍一种可以应用在观察性研究中的一种对未知/未测量混杂因素进行识别和效应评估

的工具——“探针变量”。其主要可以分为暴露探针变量、结局探针变量以及中介探针 3种形式，前

2种不仅可以对未知/未测量混杂因素进行识别，也可以对其效应量进行估计，从而揭示真实的暴露与

结局之间的关联。而中介探针则是针对“中介因子”进行控制，从而识别暴露和结局之间是否存在未

测量混杂因素。该理论实践过程中最大的困难在于“探针变量”的选择和确定，不恰当的“探针变量”

可能引入新的混杂，导致未测量混杂因素识别不准确。“探针变量”可以推荐作为观察性研究报告中的

一项敏感性分析内容，有助于读者真实理解暴露与结局之间的关联，增加观察性流行病学研究中的证

据力度。
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【Abstract】 There are usually unknown or unmeasured confounders in the observational
study, which is a significant challenge in epidemiological causal association research. This paper
presents a tool for identification and effect assessment of unknown/unmeasured confounders in
observational studies: probe variables. It can be divided into three forms: exposure probe variable,
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readers truly understand the association between exposure and outcomes and to increase the
strength of evidence in observational epidemiological studies.
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流行病学研究手段主要包括观察性研究和实

验性研究。虽然实验性研究能够提供最强级别的

证据，是探索两个因素间因果关联的最佳手段，但

在实际临床研究中往往存在一定的困难［1］。而以

队列研究、病例对照研究及横断面研究为主要手段

的观察性研究，仍然是目前医学研究中最为广泛使

用的研究方法。近年来“真实世界研究”的兴起成

为观察性研究的有力手段，其已被美国食品药品管

理局认可，作为药物安全性评价的重要方法［2］。相

比于随机对照试验，观察性研究在探索暴露和结局

之间因果关联时，往往受限于混杂因素识别和控制

的困难，从而造成因果推断证据级别较低［3］。混杂

因素指的是一类与研究因素和研究结局均存在关

联的变量，其不是暴露与结局之间的中介变量，但

往往可以歪曲（掩盖或夸大）两者之间真正的关

联［3］。目前最常用的混杂因素控制方法包括限定

研究对象、分层、多元回归（建模）、匹配、反概率加

权等［4］。但这些手段是在混杂因素“有效测量”的

基础上开展的。而在现实研究中，研究者可能并不

能全面识别并测量所有的混杂因素，而一些混杂因

素也可能存在“测量偏倚”，这些未知/未测量混杂

因素将使流行病学研究出现“虚假关联”。而近年

来广泛研究的“工具变量”可以对未知混杂因素进

行控制［5-6］。如何识别并消除关联研究中未知/未测

量混杂因素的作用，一直是流行病学关注的热点话

题。本综述将介绍一种可以用在观察性研究中进

行未知/未测量混杂因素识别的工具——“探针变

量”（probe variables）的原理及应用。

探针变量被 Lipsitch等［4］总结为观察性流行病

学研究中“阴性对照”（negative control）。但由于其

译文与实验性研究中的“空白对照”相似，概念上容

易混淆，故本综述将其统一称为“探针变量”予以阐

述。常见的探针变量可以分为暴露探针变量

（probe exposure，PE）、结 局 探 针 变 量（probe
outcome，PO）以及中介探针。

1. PE：当我们试图研究暴露因素（exposure，E）
与结局（outcome，O）之间的关联时，需要尽可能地

识别并测量二者之间的混杂因素（confounders，C），

并进行混杂因素的控制。然而，一些未知/未测量

的混杂因素（unmeasured confounders，U）可能导致

暴露-结局（E→O）之间的关联“扭曲”，呈现虚假关

联。见图 1。而探针变量的主要目的是验证E→O
之间是否存在未知/未测量的混杂因素U，并探索U
的效应有多大，以及寻找控制U的方法。

PE 又 称 阴 性 对 照 暴 露（negative control
exposure），旨在于暴露-结局之间寻找一个新的已

被测量的暴露变量，其满足以下 2个假设（图 2）：从

常理上或现有的研究证据上看，PE与结局之间不

存在因果关联；从PE到结局的关联中，可能存在的

混杂因素集（C+U）与所关注的暴露到结局之间存

在的混杂因素集（C+U）重叠。

如果PE满足上述两种假设，则认为PE与暴露

变量之间存在“U形可比”（U-comparable）关系。从

模式图中可以得知，如果未测量的混杂因素U不存

在，那么在控制已知混杂因素C之后，PE与结局之

间将观测不到统计学关联。反之，如果在控制了混

杂因素 C 之后，PE 与结局之间仍然存在关联

（PE-U-O），则证明未测量的混杂因素U存在，且混

杂效应大小即为PE-U-O。

Liew等［7］曾利用该原理证实孕期女性服用对

乙 酰 氨 基 酚 与 后 代 儿 童 注 意 缺 陷/多 动 障 碍

（ADHD）的关联。其通过队列数据初步分析发现，

孕期对乙酰氨基酚暴露将使后代患ADHD的风险

增加 1.34倍（95%CI：1.05~1.70）。为探索其中是否

存在未知/未测量混杂因素，作者将怀孕前（4年之

前）及产后（4年之后）服用对乙酰氨基酚的记录作

为 PE，该 PE在原理上与儿童 ADHD患病风险无

关。在调整了已测量的混杂因素之后，该 PE与结

局确实没有统计学关联，从而提示原假设中孕期对

乙酰氨基酚暴露与后代患ADHD的风险的关联不

存在未测量混杂因素，关联是可信的。

2. PO：与 PE 类似，PO 又称阴性对照结局

（negative control exposure outcome），旨在暴露-结局

之间寻找一个新的已被测量的结局变量，其同样需

要满足 2个假设（图 3）：从常理上或现有的研究证

据上看，暴露与PO之间不存在因果关联；从暴露到

PO之间的关联中，可能存在的混杂因素集（C+U）

图1 一般“暴露-结局”关联模式

图2 “暴露探针变量”模式
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与所关注的暴露与结局之间存在的混杂因素集

（C+U）重叠。

如果 PO满足上述 2个假设，则认为 PO与结局

变量之间存在“U形可比”关系。从模式图中可以

得知，如果未测量的混杂因素U不存在，那么在控

制已知混杂因素 C之后，暴露与 PO之间将观测不

到统计学关联。反之，如果在控制了混杂因素C之

后，暴露与 PO之间仍然存在关联（E-U-PO），则证

明未知混杂因素 U存在，且混杂效应大小即为

E-U-PO。
Jackson等［8］用PO探索了老年人接种流感疫苗

对肺炎住院的保护作用。研究初步分析提示，接种

流感疫苗的老年人较之不接种者，肺炎住院风险明

显降低。但是从常理分析，老年人对疫苗的免疫反

应较弱，其在观察性研究中的“获益”远超过预期

“获益”。为探索其中是否存在未测量的混杂因素

U，研究者提出 PO——因受伤而住院，该变量被认

为与疫苗接种不存在因果关联。进一步分析后发

现，接种疫苗的老年人发生“受伤住院”的风险也显

著降低。该结果证实了U的存在，可能的解释是愿

意主动接种疫苗的老年人身体状况及卫生习惯较

好，故发生各类疾病的风险均更低，从而放大了疫

苗接种与“肺炎住院”的负关联。上述可能的U变

量均为难以准确测量的变量，而 PO的引入使得原

本难以测得的U效应得以估计。

3.中介探针：是与上述两种“探针变量”不同的

思路。在探索暴露-结局关联过程中，如果能够找

到一个完全中介变量M，即暴露要影响结局必须通

过该中介变量，那么一旦中介变量消失，暴露与结

局之间的关联将不存在。但如果存在未测量的混

杂因素U，那么在调整 C的前提下，即使切断了中

介变量，暴露 -结局之间仍存在关联（E-U-O）。

见图4。
遗憾的是，在观察性研究中，几乎很难找到完

全中介变量。其中的典型例子还是 Jackson等［8］对

老年人接种疫苗的效果研究。研究者提出假说，流

感疫苗要发生保护作用，一定是减少流感的发生，

从而降低老年人因肺炎住院率。“确诊流感”即为流

感疫苗和“因肺炎住院”的一个完全中介。注意到，

因肺炎住院的人有可能是其他病毒、细菌等感染，

并不完全是因为流感，而住院患者并不会全部进行

病原体检测。所以没法将“确诊流感”作为中介变

量。于是研究者采用“流感季节”作为“流感确诊”

的替代。即认为：流感疫苗的保护作用应该在非流

感季节中不存在，否则认为存在未控制的混杂因

素。这种做法与“分层分析”类似，但是，此处的中

介变量与协变量具有本质区别，在多元回归分析

中，并不能简单地将其作为混杂因素之一进行调整

或者控制。

4.“探针变量”使用的注意事项：在使用探针变

量进行观察性研究未知/未测量混杂因素识别的过

程中，应该时刻注意探针变量的前提假设。如果未

能对探针变量进行很好的设定，将可能引入新的混

杂因素，从而造成新的虚假关联。在探针变量的使

用过程中，应注意以下几个方面：

（1）PE设定应该遵循与主要关注暴露因素的

“U形可比”原则。如果 PE与结局O之间存在除了

“PE-U-O”“PE-C-O”以外的“PE-U2-O”的关联，那么

PE和暴露将不满足“U形可比”，即使暴露-结局中

需要探讨的未知/未测量混杂因素U不存在，PE与

结局之间也会呈现关联，从而得出原关联中仍存在

未控制的混杂因素的错误结论。见图5。

（2）同理，如果PO与关注的暴露因素之间存在

额外的混杂因素U3，那么PO与结局变量之间不再

“U形可比”，会导致即使未知混杂因素 U不存在

时，暴露与PO之间也会呈现关联，从而做出认为原

关联中仍存在未控制的混杂因素的错误结论。见

图 5。在实际工作中，U2和U3的识别是具有难度

的，我们只能根据实际临床经验或既往流行病学资

图3 “结局探针变量”模式

图4 “中介探针”模式

图5 不满足“U形可比”的暴露/结局探针变量模式
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料进行假设。

（3）鉴于U2和U3的识别难度，“工具变量”的

使用可以弥补这一缺陷。见图 6。工具变量仅与

暴露存在因果关联，而与其他因素（包括结局、协变

量等）都不相关。这样可以用工具变量与结局的关

联来间接反映暴露与结局的关联，而不受任何可能

的混杂因素的影响。典型的中介变量为基于孟德

尔随机化的单核苷酸多态性［5］。由于遗传信息是

先于外界暴露而存在的，所以可以认为遗传因素是

完美的工具变量。基于此，近年来流行病学家做了

大量的因果探索研究［9］。但是“工具变量”与“探针

变量”是具有本质区别的，在实际应用过程中应该

注意甄别。

（4）在临床研究中，应该根据实际情况选择PE
还是 PO作为探针。一般来说，队列研究中会同时

收集比较多的暴露和结局因素，选择PE和PO都是

可行的。而在病例对照研究中，结局往往被确定，

而可能会收集较多的暴露因素，故选择用 PE作为

探针变量较为合适。但“巢式病例对照”研究则可

以弥补这个缺陷，其选用两种探针变量都是可

行的。

（5）除了对未知/未测量混杂因素的识别以外，

暴露/PO的设定还可以对观察性研究中的其他类

型的偏倚进行控制，包括回忆偏倚、测量偏倚

等［10-11］。Zaadstra等［12］曾利用PE证实儿童期传染性

单核细胞增多症与未来多发性硬化的风险存在关

联。该研究通过对多发性硬化及对照组人群进行

回顾性调查，了解其儿童时期曾患的疾病。在调整

了年龄、性别、文化程度、居住地等协变量以后，儿

童期传染性单核细胞增多症与多发性硬化之间存

在关联（OR=2.22，95%CI：1.73~2.86）。同时，其他

感染性疾病，如儿童时期百日咳与多发性硬化也存

在关联（OR=1.22，95%CI：1.02~1.47）。由于回顾性

调查过程中可能存在回忆偏倚，病例人群可能由于

经常前往医院，对儿童时期的疾病史报告率比较

高，导致儿童期各种疾病与多发性硬化存在虚假关

联。为验证这种猜想，研究者设定了 PE——儿童

期脑震荡，该变量被认为与多发性硬化的发生无

关。然而数据分析发现脑震荡的报告率与多发性

硬化之间存在统计学关联（OR=1.23，95%CI：1.07~
1.41）。说明回忆偏倚确实存在。而百日咳与多发

性硬化的关联效应与U形效应相似，可能是“虚假

关联”。但单核细胞增多症与多发性硬化的关联强

度明显大于U形效应，且作者进一步将 PE作为调

整因素在原模型中加以控制，从而确认儿童期感染

性单核细胞增多症将增加多发性硬化的风险。

（6）在观察性研究中的“中介探针”的选择难度

较大。流行病学中“中介效应分析”（mediating
effect analysis）往往关注的是“部分中介”。即在暴

露与结局之间，除了通过中介变量的“中介效应”以

外，仍存在暴露与结局之间的“直接效应”。这种

“直接效应”实际上可能是一系列未被识别的机制

通路组成［13］。部分中介变量并不适合用于作为“中

介探针”，因为切断部分中介变量，且控制协变量以

后，无论未知混杂因素是否存在，暴露和结局之间

仍可能存在关联，从而做出认为原关联中仍存在未

控制的混杂因素的错误结论。

（7）所有的这些“探针变量”的目的是识别暴露

与结局之间是否存在未知/未测量的混杂因素，而

暴露/PO还可以评估这种混杂因素的效应量。仅

部分情况下可以借助探针变量对这未知混杂因素

进行控制。但是应该注意这种方法并不能判定未

知/未测量的混杂因素具体是什么。

5.总结和展望：在观察性流行病学研究中，“探

针变量”可以作为有效的工具对因果关联分析中冗

余混杂因素进行识别和评估。虽然“探针变量”本

身在应用过程中可能存在一些局限性，且有引入新

的混杂因素的风险，但我们应该正视这个问题，不

能否认其在流行病学因果关联研究中的潜在的巨

大价值。国内外的一些流行病学家主张，在因果关

联的研究报告中，应该在呈现关联效应量的同时，

普遍报告可能存在的混杂因素作用效应量［14］，其中

就包括设定“探针变量”［4］、评估混杂因素 E值［15］、

“混杂函数评估”［16］等。我国流行病学研究中涉及

“探针变量”的研究较少，关注还不够。建议在资料

允许的情况下，增加对混杂因素作用的评估，即使

“探针变量”分析发现原始因果关联中存在未知混

杂因素，且我们无法控制，但该“混杂效应”已被识

别，将有助于读者真实理解暴露与结局之间的关

联。如果证实不存在未知混杂因素，也可增加观察

性流行病学研究中的证据力度。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突

图6 “工具变量”模式
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