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【摘要】　非随机对照研究中未测量混杂因素的控制极具挑战。阴性对照理论基于“阴性对照的

检测结果必须阴性”的思想，在进行人群研究时，额外设置合适的阴性对照，将关联特异度的思想融入

人群研究中进行未测量混杂因素的识别和控制。本文从统计学角度解析阴性对照理论控制未测量混

杂因素的基本原理，详细介绍基于阴性对照理论的系列衍生方法：死亡率标准化校正法、校正 P 值法、

广义双重差分模型以及双向阴性对照法，并结合代表性案例对其合理应用进行述评。阴性对照是识

别、校正和控制未测量混杂因素的重要统计设计思想，是基于现实世界数据开展实效比较研究的重要

方法。
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【Abstract】 Controlling unmeasured confounders in non-randomized controlled studies is 
challenging. Negative control theory is based on the theoretical concept that the test result of 
negative controls must be negative. Setting appropriate negative control incorporates the specificity 
of association into population studies for the identification and control of unmeasured confounders. 
This paper explains the principles to control unmeasured confounders using negative control theory 
from a statistical perspective. A detailed introduction of derived methods based on negative control 
theory is also introduced, including adjusted standardized mortality ratio method, calibrating 
P-value method, generalized difference-in-difference model and double negative control method. 
The reasonable application of those derived methods is also comprehensively summarized based on 
representative case studies. Negative control is an important statistical design to identify, revise and 
control unmeasured confounders and a valuable method for comparative effectiveness research 
based on real-world data.
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因 果 推 断 是 临 床 医 学 研 究 的 方 法 之 一 。

1974 年，Rubin［1］正式提出潜在结局框架，该框架指

出每个个体存在两种潜在结果，即接受干预的结果

（yi
1）和 不 接 受 干 预 的 结 果（yi

0），个 人 因 果 效 应

（individual causal effect）定义：yi
1-yi

0。由于临床研

究中同一个个体不可能同时接受两种不同的处理，

这种因果效应是“反事实的”，在现实中并不存在。

通常，临床研究中的因果效应为平均因果效应，即

研究人群接受干预的平均潜在结果与不接受干预

时的平均潜在结果的差值。在满足可交换性、一致

性/明确的干预和正定性（positivity）的前提下，才能

获得平均因果效应［2-3］。其中满足可交换性最具挑

战，即研究中不存在混杂因素的影响。

在干预性研究中，混杂因素与干预因素和研究

结局皆关联，但不是干预-结局的因果关系通路上

的中间变量，该因素的存在将歪曲（夸大或缩小）干

预因素与结局的真实关联［4］。混杂因素分为已知

且已测量混杂和未知或未测量混杂，其中已知但未

测量的混杂因素可能是设计上的局限性，而未知混

杂因素往往是研究者对混杂因素认识的局限性导

致，但都属于未测量一类。

控制混杂因素最为理想的方法是在研究设计

阶段进行控制，如采用随机化分组技术，并在研究

过程中维持随机化的完整性，可以有效平衡组间各

类混杂因素。基于反事实的一致性假设，此时试验

组的受试者如果接受对照组的治疗，可以得到与当

前对照组一致的结果，反之亦然。因此，对照组的

观察结果是试验组受试者接受对照组治疗潜在结

果的无偏估计，从而得到平均处理效应的无偏估计

值，这是随机对照试验可进行因果推断的理论基

础。然而，非随机对照研究中，混杂因素的控制极

具挑战，尤其是未测量混杂因素。

有比较才有鉴别，对照是临床研究设计的重要

原则之一。在基础实验研究中，需设置阳性对照、

阴性对照或空白对照。作为参照标准，阳性对照检

测结果必须是阳性，阴性对照则必须是阴性，否则

提示整个检测过程有偏。此时的对照并非用于比

较，而是校准。受其启发，基于“阴性对照的检测结

果必须阴性”的思想，在进行人群研究时，额外设置

合 适 的 阴 性 对 照 ，就 形 成 了 阴 性 对 照 法［5］。

2010 年，Lipsitch 等［6］提出阴性暴露对照（NCE）和

阴性结局对照（NCO）的定义。NCO 也称伪对照，其

结局与拟研究暴露因素不存在因果关联；NCE 的

暴 露 与 拟 研 究 的 结 局 无 因 果 关 联 。 2013 年

Groenwold［7］提出阴性时期对照，即不同时期研究暴

露-研究结局的关联出现不同，将提示偏倚存在的

可能。从阴性对照法的基本原理可知，阴性对照法

是将关联特异度的思想融入了人群研究中，是将对

照用于鉴别比较的进一步扩展。

本文从统计学角度就阴性对照理论如何进行

未测量混杂因素的统计分析进行阐述，并结合代表

性案例对其合理应用进行讨论和总结。

一、阴性对照法如何检测和控制未测量混杂

因素

阴性对照法用于检测是否存在未测量混杂因

素 U 需满足可比性假设，即：

W  |U  X

Z  |U  A，X

式中，W 为 NCO，U 为未测量混杂因素，X 为已测量

混杂因素，A 为研究暴露因素，Z 为 NCE。影响研究

暴露-研究结局的混杂因素结构（ |U  X， |U  A，X）同样

影响 W 或 Z。即假设阴性对照中的混杂与研究暴

露-研究结局中的混杂是相同的。

研究者常借助有向无环图展示不同变量在因

果结构中的关系，阴性对照法的有向无环图见图 1。

A-W 或 Z-Y 间如出现效应则因受到未测量混杂因素

影响，反之如 A-W 或 Z-Y 间呈现零效应则说明无未

测量混杂因素。U 常常无法获得，A-W 或 Z-Y 间的

效应间接反映了 U 的影响，因此 NCO 或 NCE 也被

称为未测量混杂因素的替代变量［8-9］。

以 NCO 为例，在线性模型中说明阴性对照对

未测量混杂因素识别及控制的理论过程。

假设暴露因素 A 的理论效应为 βYA，则在有混杂

U 的情形下：

E [ |Y  A,U ] = βY0 + βYA A + βYUU

E [ |W  U ] = βW0 + βWUU

E [ |U  A] = βU0 + βUA A

进而得到：

E [ ]|Y  A = βY0 + βYA A + βYU E [ ]|U  A =
βY0 + βYA A + βYU( )βU0 + βUA A

图 1　阴性对照法有向无环示意图
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E [ ]|W  A = βw0 + βWU E [ ]|U  A = βw0 + βWU( )βU0 + βUA A

U 常常未知，受到未测量混杂 U 的影响，所得

暴露因素 A 的效应估计为 βYA+βYU βUA，其中 βYU βUA 为

未测量混杂偏倚的效应。在 NCO 模型 E［ |W  A］中，

由于 A 与 W 实际并不存在因果关联，βWU βUA 为混杂

偏倚的效应。如果 NCO 设置正确，则 βWU=βYU，理论

上 βWU βUA即为未测量混杂偏倚 βYU βUA的估计值。

二、基于阴性对照理论的控制未测量混杂因素

的衍生方法

近年来，阴性对照法不断衍生，不仅可检测是

否存在未测量混杂因素，还可进一步应用于控制未

测量混杂因素。具有代表性的 4 种方法：死亡率标

准化校正法、校正 P 值法、广义双重差分模型（DiD）

和双向阴性对照法。

1. 死亡率标准化校正法：利用 NCO 进行死亡

率的标准化校正由 Richardson 等［10］提出。死亡率

是最常用的远期疗效指标，但极易受到未测量混杂

因素的影响，死亡率标准化校正法利用 NCO 对死

亡率进行校正。
I1
I0

= exp (α)
I1
IR

= I1
I0 exp ( )δ

= exp (α - δ )

式中，I1 为观察到的研究人群在研究暴露因素 A 作

用下的死亡率，I0 为研究人群未暴露于 A 时的潜在

死亡率，exp（α）为因果效应。事实上，我们无法观

察到 I0，可用外部获得的（例如文献报道）未暴露于

A 的潜在死亡率 IR 替代，exp（δ）为其带来的偏倚。

随后，进一步应用 NCO 对该偏倚进行估计和校正。
J1
JR

= J1
J0 exp ( )ε

= exp ( - ε)

aSMR = I1 /IR

J1 /JR
= exp (α + ε - δ )

式中，J1代表观察到的暴露因素 A 作用下 NCO 的发

生率，J0 代表其潜在发生率，NCO 的实际因果效应

J1/J0=1。无法观察到的 J0用基于外部信息获得的 JR

替代，由此带来的偏倚为 exp（ε），即为外部信息替

代带来的偏倚。通过 NCO 的发生率 J1/JR 进行死亡

率的校正，获得的死亡率为标准化死亡率（aSMR）。

如果 exp（ε）=exp（δ），即阴性对照选择合适，借助

NCO 获得外部信息替代带来的未测量混杂偏倚，此

时所得 aSMR 即为因果效应 exp（α）的估计值。死

亡率标准化校正法的优势在于易于理解，可推广用

于二分类结局指标。

但是，死亡率标准化校正法需要获得潜在结局

的外部信息，NCO 的效应估计也可能受到未测量混

杂因素的影响，且仅适用于二分类结局指标。

2. 校正 P 值法：Schuemie 等［11］、Madigan 等［12］、

Jacob 等［13］陆续就该方法进行了研究和讨论，该方

法基于阴性对照的零效应特征，利用阴性对照效应

构建经验零分布，用于估计校正 P 值及其可信区

间［14］。该方法考虑了阴性对照法效应估计的抽样

误差，拓展了阴性对照法的应用。Schuemie 等［11］同

时提出图示的方法可视化展现校准效果，并开发了

该方法的 R 包 EmpiricalCalibration，以便推广应用。

校正 P 值法可明显降低假阳性结论的风险，从而提

高结果的稳健性［15］。

校正 P 值法采用正态分布进行经验零分布的

估计未能考虑复杂模型，例如混合正态分布、非参

数密度估计等。

3. 广义 DiD：可用于未测量混杂因素的控制。

Sofer 等［16］将该方法与阴性对照思想相结合，提出

将暴露前结局 Y（0）作为 NCO 即可用于未测量混杂

因素的检测和校正。通常 DiD 法要求暴露前后的

结局测量基于相同尺度，Sofer 等［16］提出可应用于

不同尺度的广义 DiD 法，进一步提高其应用价值。

见图 2。需注意，广义 DiD 不可校正时依性混杂因

素；NCO 中的 W 与其未测量混杂因素 U1、研究结局

Y 与其未测量混杂因素 U0须呈单调关系。

4. 双向阴性对照法：Miao 等［17］提出双向阴性对

照设计，即同时应用 NCO 和 NCE 进行混杂因素的

识别或校正，进而获得因果效应的估计值，如采用

非 参 数 模 型 可 不 受 观 察 数 据 分 布 的 严 格 限 制

（图 3）。与设置单个阴性对照不同之处在于，双向

阴性对照法假设未测量混杂因素同时影响暴露因

素（A）和 NCE（Z），即：E（U）=βU0+βUAA+βUZZ。NCO
（W）为未测量混杂因素 U 的替代指标：E（W）=βW0+
βWUU=（βW0+βWU βU0）+βWU βUAA+βWU βUZZ。将 NCO 的效

应估计值 Ŵ 作为 U 的估计值，并作为协变量在估计

研究结局效应模型 E（Y）=βY0+βYAA+βYUU 中加以校

正。Shi 等［18］继而提出二分类未测量混杂因素的半

图 2　双重差分模型与阴性结局对照有向无环示意图
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参数估计双向阴性对照法。Miao 等［19］进一步提出

了基于双向阴性对照的混杂桥接函数法，该方法基

于 NCO 分布构建其与潜在结局的连接函数，进而

通过 NCE 识别平均因果效应。双向阴性对照法是

阴性对照理论的重要发展里程碑，应用双向阴性对

照法需要正确选择恰当的阴性对照，需要正确构建

混杂桥接函数。

三、案例应用

1. 阴性对照在人群研究中的应用：阴性对照理

论基础源自实验研究，逐步应用于人群研究中。近

年来该方法开始应用于时间序列研究［20-21］、生存资

料［9］、变异位点筛选［22］等。

基于孕期父亲的暴露与婴儿结局没有直接关

联，但与孕期母亲的暴露存在相同混杂因素的假

设，在评价母亲孕期暴露因素与婴儿疾病的关联性

研究中，常用孕期父亲的暴露因素作为 NCE。例如

在研究孕妇吸烟与婴儿猝死综合征的风险关系、孕

妇吸烟对后代身高或 BMI 的影响、孕妇吸烟对后代

哮喘的影响时，均将父亲吸烟作为 NCE［23-24］。

NCO 的选择相对多样，例如：在评价流感疫苗

是否能降低因肺炎/流感的住院或死亡时，可用流

感季之前或之后的其他结局作为 NCO［25］；在评价吸

烟是否易引发肺癌导致的死亡时，可用其他原因的

死亡作为 NCO［26］。

也有研究同时设置 NCO 和 NCE，例如评价乳

腺癌筛查是否能降低乳腺癌死亡率的研究中，将参

与牙科保健作为 NCE，将死于其他癌症、外部原因

的死亡作为 NCO［27］。

设置阴性对照首先可帮助识别未测量混杂因

素的影响，识别后可将阴性对照效应值作为未测量

混杂因素的替代估计值加以校正。因此，阴性对照

的选择十分关键。通常，基于既往文献报告和专家

意见可能得到一系列备选的阴性对照，此时需结合

统计学检验判定其是否满足 U-可比性等假设进行

筛选。当满足上述要求的阴性对照有多个时，有学

者设定其中一个为主要分析，其他作为敏感性分

析，综合考察结论的稳健性［28］。

2. 阴性对照衍生方法案例分析：阴性对照理论

的衍生方法大多较为新颖，处于应用推广的初步阶

段。其中校正 P 值法近年来备受关注，双向阴性对

照法的应用也初现成果。这里分别对校正 P 值法

和双向阴性对照法进行案例分析。

（1）校正 P 值法：Lane 等［29］利用来自英国、德国

和美国的 10 个数据源的医保数据和电子病例数

据，评价短期（30 d）或长期服用羟化氯喹（HCQ）对

类风湿病患者发生抑郁、自杀倾向和精神疾病的风

险，对照组为服用柳氮磺胺吡啶（SSZ）的患者。该

研究共纳入 918 144 名服用 HCQ 的类风湿病患者

和 290 383 名服用 SSZ 的类风湿病患者，每位患者

的服药信息和结局信息均经过观察性医疗结局合

作专家的审阅，所关注的 3 个终点指标（抑郁、自杀

倾向、精神疾病）均按照年龄、性别和年份进行发生

率的估计。针对已测量混杂因素，该研究采用倾向

性评分分层的方法进行控制，并采用 Meta 分析汇

总各数据源的结果。针对未测量混杂因素，根据既

往文献和临床认知，该研究设置了一系列的 NCO
进行评价，并采用校正 P 值法进行阴性对照结局的

效应估计。研究结果表明，HCQ 药物对类风湿病

患者发生抑郁、自杀倾向、精神疾病 HR 值（95%CI）
分 别 为 0.96（0.79~1.16），0.94（0.49~1.77）和

1.03（0.66~1.60）；长 期 服 用 HCQ 药 物 的 HR 值

（95%CI）分别为 0.94（0.71~1.26），0.77（0.56~1.07）
和 0.99（0.72~1.35）。研究结果显示，几乎所有 NCO
的 HR 值为 1.00，研究结论受未测量混杂因素的影

响风险较小。

（2）双向阴性对照法：在 Liu 等［30］评价短期暴露

于 PM2.5、O3和 NO2与非意外全因死亡的因果关系的

研究中，采用了双向阴性对照法进行潜在未测量混

杂因素的控制。该研究死亡数据来自美国的 7 个

州。死亡发生后的空气污染不会导致死亡，但潜在

的时依性未测量混杂因素同样会影响死亡后的空

气污染情况，因此该研究将死亡后的空气污染暴露

情况定义为 NCE。研究同时采用非酒精性死亡性

肝病作为 NCO。

研究采用两步法获得因果效应估计值。第一

步：假设未测量混杂因素同时影响 NCE 和研究暴

露，将 NCE 和研究暴露同时纳入 NCO 模型，获得

NCO 的效应值，第二步：假设未测量混杂因素对研

图 3　双向阴性对照法示意图
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究结局和 NCO 的影响相同，第一步获得的 NCO 的

效应值可作为未测量混杂因素的估计值，将其作为

协变量纳入研究结局效应估计模型中，最终获得校

正未测量混杂偏倚后的因果效应估计。校正了气

温、绝对湿度等因素后，非意外全因死亡率的相对

提高与 PM2.5 的浓度提高的关联有统计学意义，与

NO2 及 O3 的浓度提高的关联无统计学意义。采用

双 向 阴 性 对 照 法 校 正 未 测 量 混 杂 因 素 后 ，仅

PM2.5 的结论不变，提示 PM2.5 与非意外全因死亡的

关联稳健。

四、讨论

阴性对照法的理论基础源自实验研究，实际应

用于人群研究时有诸多注意事项。

1. 判定“阴性对照”的真实性：无论应对哪类偏

倚，选择恰当的阴性对照至关重要。Shi 等［31］提出

确定阴性对照用于未测量混杂因素检测或控制的

三大假设：独立于研究结局（或暴露因素）；满足可

比性（即阴性对照与主研究因素具有共同的混杂结

构）；阴性对照的统计效能足够大（当 NCO 罕见，

NCE 与未测量混杂因素弱相关时，需要更大样本

量）。然而，前两条假设的验证并非易事。

实际应用时，建议从专业上多选几个 NCE 和/
或 NCO，以说明结果的可靠性和稳健性。

2. 确定偏倚的因果结构：在随机对照试验中，

随机化后影响结局评价的伴发事件时常发生，甚至

超出预期；在观察性疗效比较研究中偏倚情形更为

复杂，尤其基于电子病例数据库的回顾性研究，偏

倚可能是高维的，对暴露或结局的影响可能并非线

性，且可能存在交互作用。阴性对照用于未测量混

杂因素的检测需基于清晰的因果关系结构。

3. 量化偏倚的影响：基于阴性对照理论进行未

测量混杂因素检测和控制的方法不断发展，已衍生

出系列新方法。死亡率标准化校正法、校正 P 值

法，广义 DiD 法均可量化未测量混杂因素的影响，

但需满足特定的假设，例如单调性、正态分布等，双

向阴性对照法则需构建恰当的混杂桥接函数。

综上所述，阴性对照具备识别、校正和控制未

测量混杂因素的理论基础，且日渐成熟。统计学者

已开始将阴性对照理论结合到未测量混杂因素的

控制方法中，提出了不少新颖方法，只要合理应用，

就能发挥价值。随着人们对医疗大数据认识的不

断深入、统计计算理论的飞速发展，深入探索阴性

对照理论，充分利用其理论精髓，不仅能够优化现

有方法，还能衍生出具有实际应用价值的新方法。

阴性对照是识别、校正和控制未测量混杂因素的一

类统计设计思想和方法，是基于现实世界数据开展

实效比较研究不可多得的利器。
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