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【摘要】未测量偏倚是药物流行病学研究中的常见挑战，阴性对照可用来检测研究是

否存在未测量偏倚，从而验证研究结果的可靠性。该研究基于《药物流行病学研究方法学

指南（第 2 版）》，对阴性对照方法的应用及相关案例进行系统解读。首先，介绍阴性对

照的定义与主要类型，包括阴性对照暴露、阴性对照时期和阴性对照结局，阐明其基本概

念与适用情境。其次，阐述该方法的主要用途，即识别和校正未测量偏倚。然后，概述其

实施步骤与统计分析方法，涵盖研究设计阶段的选择依据与统计分析阶段的偏倚检测策略。

最后，通过对四类典型案例的详细解析，展示阴性对照在评估药物安全性、有效性的研究

中识别和校正未测量混杂的实际应用价值。阴性对照虽不一定能完全消除偏倚，但作为一

项补充分析工具，与其他流行病学方法结合使用，可有效提升观察性研究的因果推断质量。

本文为在药物流行病学实践中合理选择与应用阴性对照提供了方法学参考，有助于推动高

质量研究的开展。
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【Abstract】Unmeasured confounding is a common challenge in pharmacoepidemiological studies. 
Negative controls can be used to detect potential unmeasured confounding and thereby validate the reliability 
of study. Based on the Guidelines for Pharmacoepidemiological Research Methodology (2nd edition), this 
study systematically interprets the application of the negative control methods and related case studies. First, 
the definition and main types of negative controls are introduced, including negative exposure control, negative 
period control, and negative outcome control, clarifying their basic concepts and applicable scenarios. Second, 
it elaborates the primary purpose of this method, which is to identify and adjust for unmeasured confounding. 
Then, the implementation steps and statistical analysis methods are outlined, covering selection criteria during 
the study design phase and bias detection strategies during the statistical analysis phase. Finally, through detailed 
analysis of four types of typical cases, the practical application value of negative controls is demonstrated in 
areas such as verifying drug safety, evaluating effectiveness, and identifying and adjusting for unmeasured 
confounding. The study emphasizes that while negative controls may not eliminate bias, they serve as a 
supplementary analytical tool, when combined with other epidemiological methods, can effectively enhance 
the quality of causal inference in observational studies. This research provides methodological references for 
the appropriate selection and application of negative controls in pharmacoepidemiological practice, thereby 
contributing to the advancement of high-quality researches.

【Keywords】Pharmacoepidemiology; Methodology; Guidelines; Negative controls; Unmeasured 
confounding

药物流行病学主要研究药物在人群中的使用

情况、有效性及安全性，旨在评估其获益与风险，

为临床实践和公共卫生政策提供关键证据 [1-2]。

方法学指南对于规范该学科发展具有重要作用。

2019 年，中国药学会发布了《药物流行病学研

究方法学指南（第 1 版）》（以下简称“指南第

1 版”） [3]，为国内药物流行病学研究提供了初步

方法学指导。近年来药物流行病学发展迅速，研

究设计类型不断丰富，应用范围日益广泛。鉴于

此，中国药学会结合国内外药物流行病学发展现

状制定了《药物流行病学研究方法学指南（第 2

版）》（以下简称“指南第 2 版”）[4]，在研究设计、

数据源、应用场景等方面对指南第 1 版做了重要

扩充，特别增设了阴性对照的内容，为识别和校

正由未测量混杂因素所引致的偏倚提供了关键的

方法学指导和规范。

本文主要针对指南第 2 版涉及的阴性对照方

法进行解读，重点阐述其基本原理、分类、实施

步骤，并结合典型案例剖析其应用场景，为今后

开展药物流行病学研究提供方法学参考。
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1  阴性对照的定义及主要类型

1.1  阴性对照的定义
阴性对照是指一种理论上与研究目标暴露（或

结局）在因果上独立，但与研究中潜在的未测量

混杂因素共享相似偏倚结构的变量，可用于检测

或校正未测量偏倚和其他偏倚 [5]。阴性对照本身

不参与待研究的因果假设，而是作为偏倚结构的

“镜像”或“参照”，帮助识别研究结果中是否

存在系统性偏倚。其核心逻辑是，若该阴性对照

仍出现显著的统计学关联，则提示原研究中可能

存在未测量混杂或其他偏倚。阴性对照主要分为

阴性对照暴露、阴性对照时期和阴性对照结局。

1.2  主要类型
1.2.1  阴性对照暴露

阴性对照暴露是指通过设置一个在理论上不

应影响研究结局，但与真实暴露共享相似（包括

未测量）混杂结构的“阴性暴露”作为对照，用

于检测观察性研究中是否存在未测量偏倚的方法

（有向无环图见图 1）[5]。若阴性暴露与结局之

间仍显示存在显著的统计学关联，则提示研究中

可能存在未测量偏倚；反之，若阴性对照暴露与

结局无显著关联，则可降低对未测量偏倚的担

忧，增强暴露-结局因果推断的可信度。如 Cohen

等 [6] 在治疗注意力缺陷多动障碍（attention deficit 

hyperactivity disorder，ADHD）的精神兴奋剂使用

与胎盘相关不良妊娠结局的关联研究中，将服用

精神兴奋剂（苯丙胺-右旋苯丙胺或哌醋甲酯）

的患者作为暴露组，将服用非兴奋剂托莫西汀作

为阴性对照暴露。结果显示，精神兴奋剂的使用

与胎盘相关不良妊娠结局风险增加有关，而托莫

西汀使用则未观察到此类关联，提示该研究中暴

露与结局的关联不太可能受到未测量混杂因素的

显著影响，从而提高了研究结果的可信度。

1.2.2  阴性对照时期
阴性对照时期是指在某一特定时间窗口内，

根据已知的生物学机制或暴露-结局作用过程，研

究暴露在理论上不可能对结局产生因果效应（有

向无环图见图 2）。然而，在该时间段内，暴露

与结局之间的潜在未测量混杂或其他偏倚依然存

在。若在阴性对照时期仍观察到暴露与结局的关

联，则提示研究结果可能受到潜在偏倚的影响 [7]。

图1  阴性对照暴露、阴性对照结局、双重阴性对照的有向无环图

Figure 1. Directed acyclic diagram of negative control exposure, negative control outcome, and double negative control
注：X. 已测量混杂因素；U. 未测量混杂因素；A. 目标暴露；Y. 目标结局；N. 阴性对照暴露；W. 阴性对照结局。

阴性对照暴露 阴性对照结局 双重阴性对照

图2  阴性对照时期的有向无环图

Figure 2. Directed acyclic graph of the negative temporal control
注：X. 已测量混杂因素；U. 未测量混杂因素；A. 目标暴露；Y. 目标结局。

阴性对照时期 目标研究时期
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例如，在研究老年人接种流感疫苗与全因死

亡风险的关联时，可将流感流行季节开始前的时

期作为阴性对照时期。在此阶段，流感病毒尚未

广泛传播，疫苗尚未发挥保护作用，因此理论上

疫苗接种不应降低死亡风险。然而，若在该时期

仍观察到接种者死亡风险显著低于未接种者，则

表明研究中可能存在健康使用者偏倚，即倾向于

接种疫苗的个体通常健康状况更好、健康意识更

强、医疗可及性更高，从而本身具有更低的死亡

风险 [8-9]。这种偏倚若未被充分控制，可能导致

对疫苗保护效应的高估。

1.2.3  阴性对照结局
阴性对照结局，即根据已知事实、先验知

识和生物学机制上与研究暴露不存在因果效应

的结局，但其与主要研究结局共享相似的（包

括未测量）混杂结构，用于检测观察性研究中

可能存在的未测量混杂、选择偏倚或信息偏倚

（有向无环图见图 1）[5]。如 McGrath 等 [10] 在评

估美国骨质疏松症女性患者治疗效果的研究中，

将褥疮、痴呆诊断、输血、事故、健康访问、

莫氏手术、视力检查、流感疫苗、带状疱疹疫苗、

盆腔筛查和结肠癌筛查这 11 种事件作为阴性对

照结局。若骨质疏松治疗药物使用与这些理论

上无因果关系的结局出现关联，则提示该研究

存在潜在偏倚。

1.2.4  双重阴性对照
双重阴性对照是指同时应用阴性对照暴露和

阴性对照结局，或在不同时间点（如过去结局和

未来暴露）构建阴性对照，形成“双重阴性”设

计（有向无环图见图 1）。这种方法通过双向锚

定未测量混杂，能更精确地识别和校正偏倚。目

前双重阴性对照的应用仍处于探索阶段 [11]。

2  阴性对照的用途

阴性对照在满足一定前提假设的情况下，可

用于检测偏倚、校正偏倚和校准 P 值与置信区间

（confidence interval，CI）。

2.1  检测偏倚
阴性对照最常见的用途是检测偏倚，包括选

择偏倚、信息偏倚和混杂偏倚。

在选择偏倚检测方面，Ivers 等 [12] 在反应性

口服霍乱疫苗接种的有效性研究中，将非霍乱性

腹泻作为阴性对照结局，检测该研究是否存在选

择偏倚。若观察到疫苗接种与非霍乱性腹泻有关，

则提示可能存在选择偏倚，可能是因为愿意接种

疫苗的人更倾向于患病时去医院治疗。在信息偏

倚检测方面，Ercumen 等 [13] 在管井水源污染与

家庭污染对孟加拉国农村儿童腹泻的影响性研究

中，将皮疹和耳部感染作为阴性对照结局，这些

症状不会受到饮用水干预的影响，用于检测与非

盲干预措施的主观自我报告结果之间的潜在报告

偏倚。在混杂偏倚检测方面，Danaei 等 [14] 在他汀

类药物使用与糖尿病风险的研究中，将消化性溃

疡作为阴性对照结局，若他汀类药物与消化性溃

疡存在关联，则提示可能存在未测量的混杂偏倚。

阴性对照检测偏倚的根本机制建立在 U 可比

性（U-comparable）假设上。该假设要求在调整

已知协变量后，阴性对照与目标暴露（或结局）

所受到的未测量混杂影响是可比的。若目标暴露

与阴性对照结局（阴性对照暴露与目标结局）之

间存在统计关联，且该关联不能由已知因果机制

解释，则强烈提示存在未测量混杂。需要注意的

是 U 可比性等假设往往不可直接验证，因此阴性

对照的分析结果不能证明不存在偏倚，而主要作

为存在偏倚的证据。

2.2  校正偏倚
利用阴性对照进行偏倚校正，是当前阴性

对照方法发展最为迅速的领域。其中，对照结

局校准方法（control outcome calibration approach, 

COCA）是其较为成熟且应用较多的代表性方法

之一 [15]。COCA 是一种基于反事实框架的参数校

准方法。其核心思想是利用阴性对照结局的观测

数据来反推未测量混杂的分布，通过构建混杂平

衡权重或参数约束来实现暴露-结局关联性估计

校准。COCA 的偏倚校正依赖数项关键假设，包括：

①一致性假设，即潜在结局与观测结局在相应暴

露水平下保持一致；②阴性对照结局必须不受暴

露影响；③主结局与阴性对照结局共享相同的混

杂结构。值得注意的是，COCA 并不要求目标结

局与阴性对照结局分别与目标暴露的关联性具有

完全相同的混杂效应大小，这也是其区别于等混

杂假设方法的特点，使其在实践中的应用更具灵

活性。

2.3  P值和CI校准
在观察性研究中，未测量和残余混杂等偏

倚普遍存在，导致传统的 P 值和 CI 容易出现系
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统性偏倚。为解决这一问题，Schuemie 等 [16] 提

出了一种基于阴性对照的经验校准方法，通过

利用一组已知“无因果关系”的暴露-结局对，

估计研究中真实存在的系统误差分布，并据此

对统计推断进行校正。该方法包含 3 个主要步骤：

① 构建阴性对照集合。选择一组可以确定不会

产生因果效应的暴露-结局对。例如，应确保这

些对照在文献、药品说明书、信号监测系统以

及专家判断中均不支持存在关联。此外，理想

的阴性对照应与研究问题具有相似的流行病学

特征，使其偏倚结构尽可能可比。②估计经验

零分布。使用与主要分析完全相同的研究设计

和分析流程，对每个阴性对照估计效应值及其

不确定性。通过这些阴性对照的结果，可以反

推研究中系统性偏倚的平均水平及其变异程度，

从而得到反映“实际误差分布”的经验零分布。

③进行留一法校准。为避免过拟合，每次从阴

性对照集合中留出一个，利用剩余对照重新估

计经验零分布，并检验被留出对照的效应估计

在该分布中有多极端。由此得到的“校准 P 值”

能够反映在现实偏倚背景下效应估计的真实显

著性，从而比传统 P 值更可靠。Schuemie 等 [16]

进一步将校准框架扩展至 CI。

3  阴性对照方法的实施步骤

3.1  研究设计阶段
首先明确主要分析的暴露和结局以外，还要

确定具体的阴性对照。阴性对照的选择应依据先

验知识、已知生物学知识、已发表文献等判断。

阴性对照不参与研究的因果假设但具有与研究的

暴露－结局关联相似的偏倚结构。例如，在儿童

早期抗菌药物暴露和慢性儿科疾病的关联性研究

中，已知骨折与儿童早期抗菌药物暴露不存在关

联，将前臂骨折作为阴性对照结局，以检测该研

究是否存在未测量混杂因素。此外，还需注意所

选数据库应能同时提供待研究暴露和结局以及阴

性对照暴露（结局）的信息。

3.2  统计分析阶段
在统计分析阶段，可以使用常规模型（如

Cox 模型、Logistic 模型）估计待研究暴露与目标

结局的效应值 [ 风险比（hazard ratio，HR），比

值 比（odds ratio，OR）， 相 对 危 险 度（relative 

risk，RR）]。然后采用相同模型估计阴性对照暴

露（结局）与目标结局（暴露）的关联，若分析

结果显示阴性对照组与结局之间有关联，则提示

待研究暴露与结局之间存在未知偏倚影响，研究

结果不可靠，需进一步检测探究偏倚类型并进行

校正。如校准方法可以采用 COCA[15]，P 值和 CI

校准可用 Schuemie 法 [16]。

4  阴性对照案例解读

目前，国内外有许多研究采用阴性对照检

测或校正偏倚 [10, 17-19]，本文分别针对 3 种类型

及其主要用途选取典型研究案例进行详细解读

（见 表 1）。

4.1  案例一（阴性对照暴露与偏倚检测）
以产前暴露于托吡酯、丙戊酸盐和拉莫三嗪

后子代的孤独症风险性研究 [20] 为例。

大多数患有癫痫的女性在孕期会接受抗癫

痫药物治疗，但多项研究 [21-24] 发现母亲产前使

用丙戊酸盐与子代神经发育障碍风险增加相关，

临床指南已经建议孕妇避免使用该药物。然而，

对于其他抗癫痫药物如托吡酯，其安全性证据

并不充分 [25-27]。该案例为回顾性队列研究，旨

在探究产前暴露于托吡酯与子代孤独症风险增

加是否存在关联。将产前丙戊酸盐暴露的孕妇

作为阳性对照，拉莫三嗪暴露的孕妇作为阴性

对照，探究产前暴露于托吡酯是否对子代孤独

症风险有影响。设置拉莫三嗪作为阴性对照原

因如下：多项研究并未发现产前暴露于拉莫三

嗪与子代孤独症风险增加存在显著关联，若阴

性对照暴露分析结果显示两者存在关联，则提

示该研究可能存在未测量偏倚，如疾病的严重

程度、药物使用情况等 [22-23, 25, 28-29]。结果显示，

产前暴露于托吡酯或拉莫三嗪后，孤独症谱系

障碍的风险未显著增加，丙戊酸盐暴露组中子

代孤独症风险显著增加。如果研究受到较强的

未测偏倚影响，则阴性对照结果也应显示风险

增高；但阴性对照结果显示拉莫三嗪暴露与孤

独症风险增加无关，因此未测量混杂因素在该

研究中影响有限，即阴性对照结果支持该研究

主要结论。

综上所述，这项研究通过阴性对照和多种偏

倚控制方法，提供了孕期使用托吡酯与子代孤独

症风险增加无关的证据，同时再次证实了丙戊酸

盐暴露会增加子代孤独症的风险。阴性对照的应
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用增强了结论的可靠性，提示未测量混杂的影响

较小。

4.2  案例二（阴性对照时期与偏倚检测）
以母亲孕期饮酒与子代 ADHD 之间的关联性

研究 [30] 作为阴性对照时期案例。

目前，ADHD 全球合并患病率已超过 5%，

是儿童青少年常见的行为障碍之一 [31]。既往

研究 [32-34] 表明，母亲怀孕期间饮酒可能与子

代 ADHD 风险增加有关，但是否属于因果关联

仍存在争议。该案例基于挪威的一项出生队列

研究，以探究母亲孕期饮酒与子代 ADHD 风

险增加是否存在关联。选择母亲孕前饮酒作为

阴性对照时期，因为母亲孕前饮酒与孕期饮

酒所受环境、行为方式等因素影响相似，但孕

前饮酒不会直接通过生理途径影响胎儿神经发

育。因此，如研究结果显示母亲孕前饮酒与子

代 ADHD 症状有关时，则提示孕期饮酒与子代

ADHD之间可能存在相似未测量混杂因素影响。

结果显示，在调整协变量（父母收入、母亲孕

期吸烟、儿童性别年龄等）后，目前孕期饮酒

与子代 ADHD 发生存在显著关联。阴性对照时

期分析结果显示母亲孕前饮酒与子代 ADHD 也

存在显著关联，提示该研究可能存在未测量混

杂，可能导致两者之间的关联被高估，因此还

需要进一步发现并控制更多混杂因素。

4.3  案例三（阴性对照结局与偏倚校正）
以他汀类药物治疗与卒中患者痴呆风险的研

究 [35] 作为阴性对照结局案例。

他汀类药物可降低低密度脂蛋白，进而减少

各种心血管疾病发生风险，目前已被广泛用于缺

血性中风患者 [36-37]。然而，他汀类药物对中风后

患者的认知功能具有保护作用还是潜在危害，目

前证据尚不明确。该案例采用回顾性队列设计，

探讨他汀类药物使用与中风后痴呆风险之间的关

系。该研究将骨折和消化性溃疡作为阴性对照结

局，检测研究是否存在未知偏倚影响。选择两者

作为阴性对照原因：①他汀类药物使用与每个对

照结局之间的关系以及他汀类药物使用与痴呆之

间的关系共享一组类似的混杂因素，而来自随机

对照试验的高质量证据已经确定，他汀类药物使

用与骨折 [37-39] 和消化性溃疡 [40] 之间不存在关联。

如果阴性对照分析结果显示他汀类药物使用与骨

折和消化性溃疡有关，则提示可能存在未测量混
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杂因素，如生活方式、健康使用者偏倚等的影响。

结果显示，与未使用他汀类药物相比，他汀类药

物使用可使痴呆风险降低 30%。阴性对照分析

显示，他汀类药物使用与骨折风险降低有关，与

消化性溃疡无显著关联，提示可能存在未测量偏

倚的影响。因此，为校正未知偏倚，假设未测量

混杂因素对他汀类药物使用相关的痴呆风险影响

与骨折相似，将骨折纳入痴呆的完全调整模型，

间接调整未测量混杂后，他汀类药物与痴呆的关

联虽然有所减弱，但仍显著。这说明未测量混杂

因素的存在可能导致他汀类药物与痴呆的关联被

高 估。

4.4  案例四（阴性对照结局与P值或CI
校 准）

以两类血小板聚集抑制剂（替格瑞洛与氯吡

格雷）与接受经皮冠状动脉介入治疗的急性冠脉

综 合 征（acute coronary syndrome，ACS） 患 者 发

生净不良临床事件的关联性研究 [41] 为案例。

目前指南 [42-44] 建议 ACS 患者应优先使用替

格瑞洛联合阿司匹林，而不是氯吡格雷。然而，

来自北美和亚洲的相关研究 [45] 显示患者获益并不

明显，替格瑞洛的疗效仍然存在疑问。研究结果

显示，在接受介入治疗的 ACS 患者中，替格瑞洛

组和氯吡格雷组在第 12 个月的总体净不良临床

事件无显著差异 [HR=1.05，95%CI（1.00，1.10）]。

为了增强研究结果的可信度，研究设置了 84 种阴

性对照结局以检测未测量偏倚。阴性对照结果显

示，有 95.2%（80/84）的阴性对照的 95%CI 包含 1，

说明该研究受到未测量偏倚的影响较小，但仍有

4.8% 的结果存在统计学意义。然后，基于阴性对

照对 CI 进行经验校准后，结果显示 96.4%（81/84）

阴性对照的 95%CI 包含 1，提示该研究受未测量

偏倚的影响进一步减少。校准后的主要研究结果

变化不大（具体可见原文附件 eFigure 5）。但值

得注意的是，选择合适的阴性对照十分重要，如

果阴性对照选择不当可能会导致经验性校准的有

效性降低。

5  讨论

阴性对照主要应用场景包括验证药物安全

性、评估药物有效性和关联结果的可信度，为真

实世界证据的因果推断提供补充性支持。选择合

适的阴性对照变量，首先需要在研究设计阶段根

据研究目的和现有数据类型来确定合适的阴性对

照类型，其次可通过理论逻辑论证和现有数据进

行验证，来证明所选阴性对照变量与主要研究变

量之间不存在已知的因果关系，最后要谨慎应用

阴性对照，说明选择理由，并将该方法结合其他

流行病学方法使用，阐明阴性对照分析结果并进

行正确解读。研究者在选择阴性对照时应注意以

下几点：①阴性对照的暴露（或结局）变量在因

果机制上不应影响目标结局（或暴露）；②阴性

对照的未知偏倚结构应与研究中主要暴露和结局

的偏倚结构尽可能相似，这一假设是阴性对照方

法得以推断偏倚的重要前提，但通常不可直接验

证；③所选择的阴性对照应有足够的样本量，以

便在统计分析中具有足够效能来检测可能存在的

偏倚。

此外，孟德尔随机化法也是控制未测量偏

倚的常用方法之一，该方法基于已测量的基因

变异（即作为工具变量）来研究暴露与结局之

间是否存在因果关系。孟德尔随机化法需满足

三个前提假设：工具变量仅与暴露因素相关；

与结局无关且仅能通过暴露因素来影响结局；

独立于所有混杂因素。该方法虽然可较好地控

制未测量混杂偏倚、排除反向因果关系，但也

存在一定局限性，比如在某些情况下选取合适

的工具变量比较困难，弱工具变量可能使估计

系数波动较大等。相比于孟德尔随机化等方法，

阴性对照在因果推断上具有明显的优点：它可

以提示观察性研究中未知偏倚的存在，增强结

果可信度；概念直观易于理解；适用于多种研

究设计；不需要收集额外数据，可在现有数据

库中选取。但阴性对照方法也具有一定的局限

性：阴性对照的选取通常依赖研究者的先验知

识与文献证据，所依赖的可比性假设难以完全

验证；阴性对照不能证伪偏倚，仅能提示其是

否可能存在，错误选择阴性对照可能会引入额

外的偏倚；若偏倚结构不同，阴性对照分析可

能会失效；若数据中存在差异性的测量误差或

选择机制（如电子病历中的暴露 / 结局错分、就

诊相关的选择偏倚），也会在一定程度上干扰

阴性对照的解释。为平衡阴性对照的优缺点，

其分析结果应被视为证据链的重要组成部分，

与研究设计（如新使用者活性药物比较设计）、

传统混杂控制方法以及敏感性分析等其他环节
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一并综合评估。

近年来，阴性对照虽发展迅速，方法学不断

完善，但仍存在较多问题待解决。未来方法学的

发展方向包括：标准化阴性对照的选择；适当放

宽严苛的假设条件，开发在更弱、更现实的假设

下仍能生效的方法；探索能够同时处理多种偏倚

的综合性框架；优化多重阴性对照的使用以说明

结果的可靠性和稳定性；提高该方法的可用性及

普及度，不断扩大应用范围。未来研究也可探索

如何将机器学习、因果推断模型（如目标实验模

拟，双重稳健估计）与阴性对照方法结合起来，

以实现更系统的偏倚校正与因果效应估计 [46]。

综上，阴性对照是指南第 2 版推荐的重要方

法学工具之一，为增强观察性研究因果推断的可

靠性提供了有力手段。其成功应用高度依赖基于

知识的、合理的阴性对照选择。同时，值得注意

的是，应将阴性对照分析方法作为补充分析工具，

与其他流行病学研究方法结合使用，并根据研究

背景进行综合判断，透明报告阴性对照选取的理

由，谨慎解读阴性对照结果。
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