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双氰基二苯代乙烯型双光子荧光温度敏感探针 

黄池宝 1,2,3，王  谦 1 
（1. 遵义师范学院 信息工程学院，贵州 遵义 563002；2. 中国科学院 地球化学研究所 环境地球化学国

家重点实验室，贵州 贵阳 550002；3. 韶关大学 英东生物与农业学院，广东 韶关 512005） 

摘要：对二甲苯分别经过亲电取代、亲核取代、α-位溴代和亲核取代消除反应得到 1,4-二氰基-2-甲基-5-(二乙基

磷酰基甲基)苯（Ⅴ）；咔唑经过亲核取代反应得到中间体 4-(9-咔唑基)-苯甲醛（Ⅶ）；中间体Ⅴ与Ⅶ经维蒂希-

霍纳尔反应得到目标化合物 2,5-二氰基-4-甲基-4′-(9-咔唑基)二苯乙烯（供体-π-受体，D-π-A）（SP），反应总产

率达 45.5%。SP 的溶剂生色范围由 412 nm（环己烷）红移至 541 nm（二甲基亚砜）（最大发射波长），SP 具

有非常大的双光子吸收截面（δTPA = 6930 GM）和高的荧光量子产率〔Φ = 0.992（环己烷）〕，其荧光强度对溶剂

极性和温度显示很强的依赖性。在单光子荧光发射（OPE）和双光子荧光发射（TPE）谱图中，SP 的单、双光

子荧光发射强度与温度之间的线性相关系数（R2）均>0.998，表达式分别为 IF = –0.0141θ + 1.2881（OPE）和 IF = 

–0.0143θ + 1.2698（TPE）〔IF 为荧光强度，θ为温度（℃）〕。 

关键词：溶剂生色；二苯代乙烯；双光子激发；环境敏感探针；咔唑；功能材料 

中图分类号：O625.34；O625.63；O625.72     文献标识码：A    文章编号：1003-5214 (2024) 04-0804-06 

Dicyanostilbene type two-photon fluorescence temperature-sensitive probe 

HUANG Chibao1,2,3, WANG Qian1 
（1. School of Information Engineering, Zunyi Normal University, Zunyi 563002, Guizhou, China; 2. State Key 
Laboratory of Environmental Geochemistry, Institute of Geochemistry, Chinese Academy of Sciences, Guiyang 550002, 
Guizhou, China; 3. Henry Fok School of Biology and Agriculture, Shaoguan University, Shaoguan 512005, Guangdong, 
China） 

Abstract: Intermediate 1,4-dicyano-2-methyl-5-(diethylphosphomethyl)benzene (Ⅴ) was obtained from 

paraoxylene through electrophilic substitution, nucleophilic substitution, α-site bromine substitution and 

nucleophilic substitution elimination, while intermediate 4-(9-carbazole)-benzaldehyde ( Ⅶ ) was 

synthesized from nucleophilic substitution of carbazole. Target compound 2,5-dicyano-4-methyl-4′- 

(9-carbazolyl)stilbene (donor-π-acceptor, D-π-A) (SP) with a total yield of 45.5% was finally synthesized 

from Wittig-Horner reaction of intermediates Ⅴ and Ⅶ. The solvatochromism of SP was redshifted from 

412 nm (cyclohexane) to 541 nm (dimethyl sulfoxide) (maximum emission wavelength). Compound SP 

exhibited remarkably large two-photon absorption cross section (δTPA = 6930 GM) and high fluorescence 

quantum yield (Φ) in cyclohexane, with its fluorescence highly dependent on solvent polarity and 

temperature. In the one-photon emission (OPE) and two-photon emission (TPE) spectra, the dependent 

coefficients (R2) between single and two-photon emission fluoresence intensity and temperature of SP was > 

0.998, and the function expressions were IF = –0.0141θ+ 1.2881 (OPE) and IF = –0.0143θ+ 1.2698 (TPE) 

[IF: fluorescence intensity; θ: temperature (℃)], respectively. 

Key words: solvatochromism; dicyanostilbene; two-photon excitation; environment-sensitive probe; 

carbazole; functional materials 

功能材料 
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双光子（TP）吸收机制为分子同时吸收两个光

子，能量跃迁至激发态，再从激发态回落至基态，

并发出荧光[1-2]。双光子荧光与单光子（OP）荧光相

比，具有定点激发、高横纵向分辨率、灵敏度高、

光损害小等优势[3-9]。双光子荧光探针的开发与研究

是当前的研究热点之一[10-19]，但用于温度检测的双

光子荧光探针报道较少。文献[20-22]报道的探针侧

重于黏度和溶剂极性的检测，用于温度检测则效果不

理想。因此，开发性能优良的双光子荧光温度探针势

在必行。 

细胞内的温度分布反映了细胞内分子的热力学

与功能，癌细胞等病态细胞发热激烈。因此，通过

分析细胞内的温度分布，不仅可加深对细胞功能的

理解，还有望为新型诊断、治疗法的开发作出积极

贡献，这有赖于双光子荧光探针的开发。文献已报

道的双光子荧光团 4-甲基-2,5-二氰基-4′-氨基二苯乙

烯（DCS）具有非常大的双光子吸收截面（δTPA），已

成功应用于各种双光子荧光探针的设计与开发[23-26]。

DCS 是具有供体-π-受体（D-π-A）结构的推拉发色

团，通过合理的结构设计，可使简单的结构拥有最

大化的 δTPA，是理想的双光子荧光团[27]。在前期探

索研究中发现，氨基上的柔性取代基不但能显著降

低探针的荧光量子产率（Φ）和 δTPA
[28-29]，而且能

提高对黏度的依赖性，这势必会过多地干扰对温度

的依赖性，从而带来较大的测量误差。因此，作者

拟在 DCS 的氨基端上引入一个较大的芳香环，即平

面刚性基团咔唑基，能进一步拓展分子的芳香体系

与平面刚性，从而显著提高分子的 Φ和 δTPA，同时

提高分子对温度的依赖性，且削弱对黏度的依赖性。 

基于此，本文以 DCS 为双光子荧光探针母体，

在氨基端引入咔唑基，设计开发双光子荧光温度探

针 2,5-二氰基-4-甲基-4′-(9-咔唑基)二苯乙烯（SP），

并用于温度检测，以期得到具有优良检测性能的双

光子荧光探针。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

对二甲苯，四川天权化工厂；液溴，潍坊英盛

化学品有限公司；二氯甲烷（CH2Cl2）、N,N-二甲基

甲酰胺（DMF）、四氯化碳（CCl4）、碳酸钾（K2CO3）、

四氢呋喃（THF）、二甲基亚砜（DMSO）、环己烷

（c-Hexane）、甲苯（CH3C6H5）、苯（C6H6）、二 烷

（C4H8O2）、氯仿（CHCl3）、丙酮（CH3COCH3）、

乙腈（MeCN）、氰化亚铜（CuCN），湖北成丰化工

有限公司；N-溴代丁二酰亚胺（NBS），江西达索化

工有限公司；亚磷酸三乙酯〔P(OEt)3〕，上海中一

化工有限公司；咔唑，杭州可菲克化学有限公司；

对氟苯甲醛（p-FC6H4CHO），营口兴福化工有限公

司；氢化钠（NaH）、硫酸奎宁、硫酸，安徽省沃土

化工有限公司。所用试剂均为化学纯。 

FT/IR-430 傅里叶变换红外光谱仪（波数范围为

350~7800 cm–1，KBr 压片法），日本 Jasco 公司；

Sartorius BP211D 型 电 子 微 量 天 平 （ 精 度 为

0.01 mg），德国赛多利斯集团；DC-0506 型低温恒

温槽，上海衡平仪器仪表厂；HP 8453 型紫外-可见

分光光度计，美国惠普公司；RF-5000 型荧光分光

光度计，日本岛津公司；Mira 900-F 型锁模飞秒钛

蓝宝石激光器，美国 Coherent 公司；XYZ-3050 型

XYZ 膜处理平台，美国 Biodot Inc 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  中间体Ⅱ~Ⅴ和Ⅶ的合成 

根据文献方法合成化合物 2,5-二溴对二甲苯

（Ⅱ）[30]、2,5-二甲基对苯二甲腈（Ⅲ）[30]、2-溴

甲基-5-甲基对苯二甲腈（Ⅳ）[31]、1,4-二氰基-2-甲

基-5-(二乙基磷酰基甲基)苯（Ⅴ）[31]和 4-(9-咔唑基)-

苯甲醛（Ⅶ）[32]。SP 的合成路线如下所示： 
 

 
 

1.2.2  目标化合物 SP 的合成 

准确称取中间体Ⅶ（309 mg，1.14 mmol）和氢

化钠（55 mg，2.28 mmol）置于 25 mL 干燥单口烧

瓶中；准确称取Ⅴ（333 mg，1.14 mmol）溶于 10 mL 

THF，置于恒压加料器中；将恒压加料器装在单口

烧瓶上，并抽真空用氩气保护。将烧瓶置于冰水浴

中，在强烈搅拌和避光条件下，将Ⅴ的 THF 溶液逐

滴滴加到混合液中（滴加时间 40~50 min）。滴加完

毕后，室温搅拌反应 24 h。反应结束后，真空抽滤
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脱除 THF，用二氯甲烷萃取（3×15 mL），水洗（3× 

10 mL），加无水硫酸镁干燥，过滤，真空抽滤脱除

溶剂。粗品经硅胶柱层析分离〔洗脱液为 V(正己

烷)∶V(乙酸乙酯) = 12∶1〕，得到黄绿色粉末 SP，产

率为 72%（336 mg, 0.82 mmol），熔点 245~248 ℃。

反应总产率最高为 45.5%。 

FTIR (KBr, ν/cm–1): 2237 (C≡≡N) , 1657 (C==C)。
1HNMR (400 MHz, CDCl3),  : 8.15 (d, J = 8.0 Hz, 
2H), 8.06 (s, 1H), 7.81 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.64 (d, J = 
8.0 Hz, 2H), 7.63 (s, 1H), 7.48~7.39 (m, 6H, Ar—H), 

7.33 (d, J = 16.0 Hz, 1H, CH==CH), 7.31 (d, J = 16.0 
Hz, 1H, CH==CH)，2.65 (s, 3H, CH3)。

13CNMR (100 

MHz, CDCl3),  : 140.94, 140.71, 138.80, 134.62, 
134.04, 129.51, 128.88, 127.45, 126.27, 123.78, 
122.78, 120.57, 120.45, 117.48, 116.34, 114.97, 
110.54, 20.23。MS, m/Z : C29H19N3 [M

+]的计算值 (实

测值)：409.1579 (409.1572)。元素分析 Calcd. for 

C29H19N3：C, 85.06%; H, 4.68%; N, 10.26%，Found: C, 

85.01%; H, 4.72%; N, 10.27%。 

1.3  光学实验 

线性吸收光谱与透射光谱由紫外-可见分光光

度计测得。单光子荧光光谱和荧光量子产率由荧光

分光光度计测得。双光子激发荧光光谱的激发源为

锁模飞秒钛蓝宝石激光器，激光脉冲宽度 120 fs，

重复频率 76 MHz，激光器的平均输出功率 1.5 W 

(800 nm)，可调波长范围 700~980 nm, 在实验中飞

秒激光波长调至所需测试波长。双光子荧光寿命由

条纹相机（XSC ST10-1L，北京卓立汉光仪器有限

公司）测定。 

2  结果与讨论 

2.1  SP 的 UV-Vis 和单、双光子荧光发射谱图 

为深入了解 SP 对不同溶剂的变色特性，在不同

溶剂（环己烷、甲苯、苯、二 烷、THF、氯仿、

丙酮、DMF、DMSO 和乙腈）中加入 SP，测定其紫

外-可见吸收光谱、单光子和双光子荧光发射谱图

（OPE 和 TPE）的变化，结果见图 1、2 和表 1，SP

在不同溶剂中的荧光照片见图 3。 

由图 1 可以看出，SP 的吸收几乎与溶剂无关。

由图 2、3 和表 1 可见，SP 的单、双光子荧光发射

谱图表现出很强的溶剂变色，SP 的最大发射波长

（λem,max）从 412 nm（环己烷）红移到 541 nm

（DMSO）。λem,max 随溶剂极性的增加而增大，这是

因为激发态扭转态发生电荷分离，溶剂极性越强越

有利于电荷分散，电荷越分散，电荷分离激发态能

量越低，而基态能量基本不变，所以能级差减小，

能量降低，发射波长则增大。 

 
 

SP 溶液浓度为 10 µmol/L，激发波长（λex）=360 nm 

图 1  SP 的 UV-Vis 吸收光谱 
Fig. 1  UV-Vis absorption spectra of SP 

 

表 1  SP 的光物理性质 
Table 1  Photophysical properties of SP 

序号 溶剂 a λAB,max/nmb λem,max/nmc Φd λmax/nme δmax/GMf

1 环己烷 376 412 0.992 780 6930 

2 甲苯 361 437 0.978 750 5397 

3 苯 365 440 0.986 780 5975 

4 二 烷 367 453 0.968 750 5337 

5 THF 364 477 0.972 750 3652 

6 氯仿 372 474 0.983 760 4066 

7 丙酮 372 520 0.530 740 2125 

8 DMF 361 525 0.770 750 1050 

9 DMSO 361 541 0.370 750 1560 

10 乙腈 344 534 0.440 740 1420 

注：a—溶剂依极性经验参数〔ET (30)〕递增排序；b—最

大吸收波长， c(SP)=10 µmol/L； c—最大发射波长， c(SP)= 

1 µmol/L，λex=360 nm；d—荧光量子产率，参比为浓度 1 µmol/L

硫酸奎宁的 H2SO4 溶液（5 × 104 μmol/L），误差为 10%；e—双光子

最大激发波长；f—最大 δTPA(1 GM=1×10–50 cm4·s/photon)，c(SP)= 

10 µmol/L，误差为±20%。 

 

图 4 为 SP 的电荷分离示意图。可以看出，SP

在极性溶剂中呈现两种激发态（a*和 b*）对应的两

个发射带〔双光子荧光发射带：A 带（长波长发射带）

和 B 带（短波长发射带）〕。根据扭曲分子内电荷迁

移（TICT）假说，在激发态下，初始平面分子的供

体部分（9-咔唑基）围绕 N-芳基键旋转，这伴随着

电子供体和电子受体部分之间电荷分离的发展。 
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SP 溶液浓度为 1 µmol/L，λex=360 nm 

图 2  SP 的单光子（a）、双光子（b）荧光发射谱图 
Fig. 2  One-photon (a) and two-photon (b) emission spectra of SP 

 
 

图 3  SP 在不同溶剂中的荧光照片（c = 10 µmol/L, λex = 

365 nm） 
Fig. 3  Fluorescence picture of SP in different solvents (c = 

10 µmol/L, λex = 365 nm) 

 
在极性溶剂中，扭曲和极性 a*激发态可通过溶 

剂偶极化电荷转移来稳定，因此，B 带对应于平面

非电荷转移（CT），A 带出现在较长的波长区域。
 

 
 

图 4  SP 的电荷分离示意图 
Fig. 4  Schematic diagram of charge separation of SP 

 

2.2  SP 的最大发射波数与溶剂极性参数的关联 

通过常规方法对 SP 的发射波数与溶剂极性参

数〔ET(30)〕[33]、科索尔（Kosower）参数（Z）[31]

和 δΔG#[33]进行线性拟合，获得了相应的线性相关系

数（R2 = 0.98、0.98、0.98），如图 5 所示。而与溶

剂偶极化 /极化率参数（π*） [34]和利珀特马塔加

（Lippert- Mataga）标度（Δf）[21]的相关系数则较小

（R2 = 0.76 和 0.90）。这说明 SP 能用于溶剂极性的

检测。 
 

 
 

SP 溶液浓度为 1×10–6 µmol/L, λex = 360 nm 

图 5  SP 的最大发射波数与溶剂极性参数间的关联性 
Fig. 5  Correlation between maximum emission wavelength 

and solvent polarity parameters 
 
由表 1 可见，SP 的最大吸收波长几乎与溶剂性

质无关，这表明由于电子基态（S0）和弗兰克-康顿

激发态[33]在电子跃迁过程中都没有经历过特殊的稳

定处理。因此，发射最大值的变化与激发后的过程

相一致，导致激发态在高 π*的溶剂（如 DMSO、

DMF）中能量降低。 

2.3  SP 的单、双光子荧光光谱与温度的关系 

SP 的单、双光子荧光光谱与温度的关系如图 6

所示。可以看出，在 OPE 和 TPE 中，SP 在甘油中

的 B 带随着温度的升高而红移，且 B 带的相对强度

逐渐减小；但 A 带都未出现。 

为了得到 SP 的发射强度与温度之间的规律，以

温度（θ，℃）为横坐标、荧光强度（IF）为纵坐标

绘制数据点，并进行线性拟合，得到拟合直线如图

7 所示，相关数据列于表 2。 

根据图 7 得到在 OPE 和 TPE 中荧光强度与温

度的线性方程，相关系数（R2）均高于 0.998。这说

明 SP 的荧光强度与温度呈高度线性相关，且 SP 完

全适用于环境温度的检测。TICT 化合物能为偶极子

分子与微环境的相互作用提供更详细和丰富的信

息。作为一种环境敏感传感器，TICT 化合物具有难

以想象的优势。 
2.4  SP 的双光子吸收截面与双光子激发波长的关系 

不同的双光子激发波长对应不同的双光子吸收

截面。SP 在各种溶剂中的双光子吸收截面与双光子

激发波长的关系如图 8 和表 1 所示。 



·808· 精 细 化 工  FINE CHEMICALS 第 41 卷 

 

 
 

SP 溶液浓度为 1 µmol/L, λex = 360(OP)、750(TP) nm 

图 6  SP 甘油溶液在 OPE（a）和 TPE（b）中的荧光强

度与温度的关系 
Fig. 6  SP in glycerol OPE (a) and TPE (b) fluorescence 

intensity in relation to temperature 
 

 
 

SP 溶液浓度为 1 µmol/L, λex = 360(OP)、750(TP) nm 

图 7  SP 在 OPE（a）和 TPE（b）中的荧光强度对温度

的线性拟合线 
Fig. 7  Linear fitting lines of fluorescence intensity of SP 

to temperature in OPE (a) and TPE (b) 

表 2  SP 的荧光强度与温度间的线性拟合相关系数 
Table 2  Correlation coefficients of linear fitting for 

fluorescence intensity of SP and temperature 

 斜率 截距 R2 SD P 

OPE –0.0141 1.2881 >0.998 0.0127 <0.0001

TPE –0.0143 1.2698 >0.998 0.0117 <0.001 

 

 
 

SP 溶液浓度为 10 µmol/L 

图 8  SP 在各种溶剂中的双光子吸收截面与双光子激发

波长的关系 
Fig. 8  Two-photon absorption cross sections of SP in various 

solvents versus two-photon excited wavelengths 
 

与预期一样，在非极性溶剂环己烷中，SP 的 δTPA

达到最大值，为 6930 GM，而在强极性非质子溶剂

DMF 中，δTPA 降到最小值，为 1050 GM。一般来说，

SP 在低极性非质子溶剂（PAS）中的 δTPA 值要比在

高 PAS 中大得多，这应该是由于激发态构型的转变。

δTPA 按 DMF、乙腈、DMSO、丙酮、THF、氯仿、

二 烷、甲苯、苯、环己烷的顺序逐渐增加。由表 1

可见，在大多数溶剂中，SP 的 Φ值较高（高于 0.9），

在环己烷中 SP的Φ达到最大值，0.992，而在 DMSO、

乙腈等极性较强的溶剂中，SP 的荧光量子产率较

低。SP 在丙酮和其他强极性溶剂中发射强度减弱和

几乎没有光反应的发生，这与发射态衰减至一个或

多个非共平面和非发射的 TICT 态、随后快速回落

到基态是一致的[35]。 

3  结论 

本文开发了一种用于温度检测的双光子荧光探

针 SP，SP 对温度具有高度的敏感性，亦能用于溶

剂极性的测定。总体上说，SP 具有四大显著优点： 

（1）D-π-A 结构的 SP 是溶剂变色和分子转子

相结合的典型例子。在 D-π-A 分子转子中，电子供

体基团的平面刚性可以较大地提高 δTPA 和 Φ。 

（2）平面刚性基团（咔唑基团）能显著提高探

针对环境温度的敏感性（R2≥0.998），从而大大提

高了对温度测定的灵敏度。 

（3）激发态分子转变为一个或多个 TICT 态，
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极性溶剂更有利于电荷分离态分子的稳定性，在极

性溶剂中发射波长更大。 

（4）平面刚性供体基团可以降低探针对极性黏

度的依赖程度，提高温度测量的准确度与精确度。 
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